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Resumen 
Introducción Las resistencias bactenanas son sin lugar, uno de los principales problemas 
de salud publica alrededor del mundo, las falta de nuevos antimicrobianos, as¡ como el uso 
y abuso de los existentes, favorecen la aparicion de cepas multidrogoresistentes como la 
K pneumomae portadora de carbapenemasa tipo KPC En este estudio se caracterizan en 
los aspectos microbiologicos y moleculares a cepas aisladas de tipo KPC aisladas durante 
el año 2011 en Panama 
Metodología Se analizaron 64 cepas criopresevadas procedentes del LCRSP, con sospecha 
de poseer KPC, se les realizo identificacion, patrones de sensibilidad a los antimicrobianos 
por equipo automatizado y PCR por genes bIQCTX.M y blarjr,c A 11 cepas se les practico 
sinergias cualitativas en agar para determinar antibioticos efectivos, a 3 se representativas 
se les realizo PFGE y a una cepa la secuenciacion por MLST 
Resultados Todas las cepas eran portadoras del gen blaicpc tanto por APB como 
molecularmente, Poseian altas CIM de resistencia a b-lactamicos, carbapenemas 
(imipenem), quinolonas y tnmetroprim-sulfametoxazole Los antimicrobianos mas 
efectivos fueron colistina, amicacina, gentamicina y tigeciclina El 301/1  mostro CIM 4 
ug/mL a meropenem, por lo que las sinergias cualitativas arrojaron que las mejores 
combinaciones eran entre meropenem-genta o amicacina, colistina-genta o anucacina y 
tigeciclina-colistina Las cepas muestran el mismo patrón de PFGE indicando la clonalidad 
de la misma Se detecto una BLEE CTX-M coexistente y al trasposon Tn4401 como 
elemento propagativo implicado La secuenciacion por MLST tipifico al clon de Panama 
como ST258 
Conclusión Por primera vez en Panama se caracteriza completamente el comportamiento 
de cepas KPC, tanto en sensibilidad, opciones de tratamiento, entorno genetico y 
propagacion clonal Las tecnicas desarrolladas muestran un vistazo de la variabilidad 
microbiologica de las cepas circulantes con resistentes a los antimicrobianos 
XI 
Summary 
Introduction Bacterial resistance is one of the major public health problems worldwide, 
the lack of new antimicrobials, as well as the use and abuse of existing increase the 
appearance of multidrugoresistant strains as K pneumon:ae with camer type 
carbapenemase KPC This study charactenzed microbiological and molecular isolates of 
KPC type isolated in 2011 in Panama 
Methodology 64 Cnopreserved strains from the LCRSP, suspected of possessing KPC 
was analyzed by identification, pattems of antimicrobial susceptibility (automated 
equlpment) and PCR for blaicpc and blacrxM genes 11 strains was underwent to qualitative 
synergies in agar to determine effective antibiotics, 3 strain for PFGE methodology and 
one for MLST sequencing 
Resulis All strains harbored the gene blaxpc therefore APB as molecularly, CIM possessed 
high resistance to b-lactams, carbapenems (imipenem), quinolones and tnmethopnm-
sulfamethoxazole The most effective antimicrobials were cohistin, amikacin, gentamicin 
and tigecycline 30% of the strain showed :54 ug / mL for meropenem, This data indicated 
that should be used in qualitative synergy The best effective combinations showed were 
between meropenem-gentamicin or amikacin, cohstin-gentamicin or amikacin, colistin and 
tigecycline Strain showed the same PFGE pattem indicating clonality One strain ESBL 
CTX-M coexistlng was detected and the transposon Tn4401 as determinated as 
propagating element involved The MLST sequencing typified the Panamaman done as 
ST258 
Conclusion Por the first time in Panama completely charactenzes the behavior of strains 
KPC, both in sensitivity, treatment options, genetic background and clonal propagation 
The techniques developed show out of microbiological vanability of circulating strains 




Las infecciones por bacterias causan, desde la antiguedad, problemas de salud publica, que 
sumados a factores sociales y economicos afectan de muchas formas a cada pais en los 
que ocurren Las Enterobactenaceae son un grupo heterogéneo de bacterias Gram 
negativas, que causan la mayona de infecciones en seres humanos, dentro de este grupo 
se sima la especie Klebszella pneumonzae responsable de tasas altas de morbilidad y 
mortalidad alrededor del mundo (Qureshi et al, 2012) 
Existe un problema emergente a nivel mundial, consiste en la aparicion de cepas resistentes 
a los antibioticos de uso rutinario en la practica clinica y cada vez son menos las opciones 
de tratamiento de los pacientes infectados con bacterias que hace pocas decadas eran 
susceptibles a la mayona de los antibioticos-terapias regulares Las causas de este problema 
son multifactonales y van desde la inadecuada seleccion del antibiotico mas efectivo hasta 
el uso y abuso de los farmacos de manera empinca e indiscriminada por las personas 
Durante la ultima decada las Enterobactenaceae resistentes a los carbapenemas (ERC) han 
dificultado las elecciones de tratamiento para las infecciones bactenanas graves y 
aumentado la mortalidad en la mayona de los casos Los carbapenemas son antibioticos 
que surgieron de la necesidad de mejores sustancias activas frente a las b-lactamasas de 
espectro extendido que hidrolizaban a las cefalosponnas de amplio espectro 
xlv 
La aparicion de carbapenemasas cada vez mas eficientes en su poder catalitico y su 
facilidad de diseminacion mundial, creando una perspectiva desoladora en la que, ademas 
de no producirse antibioticos nuevos, los pocos que hay se han vuelto inactivos frente a 
bacterias multi-resistentes 
La causa principal de las resistencias es el mal uso de los antimicrobianos, sumado a la 
falta de interes de la industria farmaceutica en generar nuevas drogas, la facilidad con que 
desarrollan nuevos mecanismos de resistencia y la velocidad con que se propagan de pais 
en pais 
En nuestro pais una ERC, la K pneumoniae, se presento como un problema microbiologico 
y clinico al no conocerse sus perfiles fenotipicos y moleculares especificos si formaba 
parte de un grupo particular que ya habia afectado a otras partes del mundo Tecnicas de 
diferenciacion clasicas como el perfil de resistencia a los antimicrobianos, no son 
suficientes para definir todas las caractensticas microbianas que se presentan en K 
pneumoniae KPC Tecmcas moleculares como la busqueda de genes de resistencia, la 
generacion de perfiles de restnccion por campo pulsante o secuenciacion de micro locus 
son las mas utilizadas hoy en dia para ubicar en el mundo a cepas MDR (Nordmann, Naas, 
& Poirel, 2011) 
En este estudio se utilizo por primera vez en Panama, una tecmca de tipificacion molecular 
generada por patrones de restnccion en campos pulsantes, los cuales ayudan a ubicar a las 
cepas de K pneumoniae aisladas de diferentes sitios en grupos comunes o diferentes, o 
perfiles de similitud Ademas de esta teenica de tipificacion molecular, se utilizo por 
primera vez el concepto de sinergias cualitativas para ubicar las mejores combinaciones de 
xv 
antimicrobianos frente a cepas MDR, para ello se utilizo una adaptacion del denominado 
"cuadrado de ajedrez" 
Los resultados de este estudio arrojaran luces en terminos de como debe ser el manejo de 
germenes MDR dentro de las instituciones de salud, recordando primero que el manejo de 
las infecciones por KPC debe ser integral y que la prevencion de la infeccion se basa en 
medidas de higienizacion elementales como el lavado de manos, el cambio de vestuario 
del personal medico, uso de guantes y uso de agentes de desinfeccion por el tiempo 
adecuado Tambien implica el aislamiento del paciente positivo a otras zonas para evitar el 
contagio a otros inmunosuprimidos o con lesiones Importantes, el estado de portador no 




En Panama no se ha descrito la microbiologia, comportamiento antimicrobiano, genetica 
ni la capacidad epidemica de las cepas de K pneumonae KPC, no existe confirmacion de 
la circulacion del clon ST258 causante de infecciones alrededor del mundo Nuestro trabajo 
amplia la comprension de este Gram negativo Es la primera vez que se tipifican por 
electroforesis en geles de campo pulsante (PFGE) y MLST cepas KPC con perfiles de 
antimicrobianos similares para ubicar a las cepas dentro de un clon epidemico Estos datos 
se compararan Junto a los de paises como Argentina, Estados Unidos, Colombia, Israel y 
Brasil 
El problema que conllevan las resistencias bacterianas se refleja en la complejidad en la 
eleccion del tratamiento adecuado y en las tasas de infeccion que ocasionan, por ejemplo 
en Estados Unidos durante el año 2013 se reportaron alrededor de 2 millones de personas 
contagiadas por bacterias con resistencia a algun tipo de antimicrobiano y cada año cerca 
de 23,000 mueren directamente por la resistencia, y muchas mas como resultado de las 
complicaciones indirectas que involucran a bacterias resistentes En el caso particular de 
las Enterobactenaceae mas de 35,000 infecciones se suscitan cada año, involucrando a 
cepas productoras de beta-tactamasas de espectro extendido (BLEE) y a productoras de 
carbapenemasas, que en conjunto causan mas de 2,000 muertes directamente (CDC, 2013) 
Las ERC causan 9,000 infecciones por año solo en EUA, de las cuales mas de la mitad 
(7,900) involucran a K pneumonlae, la cual aporta el 11% del total de las infecciones en 
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ese pais Segun el CDC (CDC, 2013) le son atribuibles unas 520 muertes anuales 
exclusivamente a cepas resistentes Si añadimos a esta realidad el factor economico 
derivado de estas infecciones, recordamos que el tratamiento para cepas multi-drogo-
resistentes es sumamente caro y prolongado, las estadias en los hospitales se prolonganan, 
el seguimiento adicional de los medicos especialistas senan por mas tiempo (las 
infecciones poco complicadas no implicanan similares atenciones), tales variables en 
conjunto nos dan costos economicos difíciles de calcular, en Estados Unidos se estima un 
excedente de gasto de unos 20 billones de dolares por año directamente del cuidado medico 
y de unos 35 billones a la sociedad en conceptos de perdida o baja productividad (estimado 
en 2008) (CDC, 2013) 
Dicho calculo en numeros no incluye factores como morbilidad exacerbada por una 
infeccion nosocomial o la probabilidad de colonizarse con EPC, estadias en cuidados 
intensivos y operaciones altamente tecnificadas (Nordmann, Naas, et al, 2011) en 
procedimientos quirurgicos como trasplantes Esto obliga a tomar medidas como el uso de 
drogas mas toxicas y costosas, uso de nuevas areas adecuadas para aislar a los pacientes 
colonizados positivos o infectados, busqueda activa de personal portador, recargando 
servicios como bactenologia y enfermena, que a su vez soportan mas estres para dar 
atencion tanto al paciente como al curso epidemiologico 
La mayona de las instituciones de salud asumen, en respuesta a los brotes 
intrahospitalarios, medidas de control de infecciones de ultima linea, tal es el caso de la 
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segregacion de pacientes colonizados-portadores de los no infectados, que conlleva a la 
edificacion de nuevas estructuras y por lo tanto a la dilatacion de los costos operativos 
Otros efectos no medibles y hasta hace poco subestimados, son los psicologicos 
cognoscitivos ya que los brotes producto de bacterias MDR, influyen en la percepcion de 
la poblacion en general como una falla de seguridad biologica en las instalaciones de salud, 
perdida o atraso de citas medicas, atrasos de las ciruglas, mas insumos para hacer mas 
pruebas diagnosticas, compras Imprevistas para enfrentar el brote entre otros, que se 
traducen en una significativa perdida de recursos 
La importancia del patron de sensibilidad frente a los antibioticos no b-lactamicos permite 
conocer como la microbiologia de la K pneumoniae favorece la elección del tratamiento 
indicado a darse a los pacientes infectados Este estudio genera un doble Impacto detener 
la infeccion primaria y evitar la rapida trasmision intrahospitalaria (componentes 
plasmidicos horizontales) 
En nuestro pais la multi-resistencia de bacilos Gram negativos es poco investigada pero 
empincamente se conoce la frecuencia con que ocurre, sin embargo como las relacionadas 
a carbapenemas fueron reportadas recientemente en el año 2010, no se conocen sus 
cualidades de resistencia a los antimicrobianos y mucho menos su origen clonal 
No existe un registro detallado del fenotipo y genotipo de estas cepas, junto al 
desconocimiento de su comportamiento frente a los antibioticos no b-lactamicos, los 
cuales constituyen la unica terapia existente para su tratamiento Se hace enfasis en conocer 
el tipo de antibiotico mas efectivo en cepas MDR ya que algunos autores como (T Hong 
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et al , 2005) indican que el tratamiento empinco inadecuado es una causa de alta mortalidad 
en cepas productoras de carbapenemasas 
La deteccion de K pneumonzae KPC, suele ser difícil debido a que la concentracion 
inhibitoria minima (CM a carbapenemas puede caer dentro del intervalo de susceptible 
para la mayona de los equipos automatizados y manuales segun lo establecido en las 
normas CLSI (CLSI, 2011) El carbapenema ertapenem suele ser el menos activo frente a 
esta enzima, pero se usa en muchos lugares del mundo para la deteccion de KPC debido a 
su alta sensibilidad, sin embargo, su poca especificidad, causada principalmente por 
enzimas tipo BLEE y alteraciones de porinas, generan perfiles de resistencia a 
carbapenemas pudiendo confundirse con cepas KPC, o en el caso inverso subestimando la 
existencia de esta enzima (F Pasteran, Mendez, Guemero, Rapoport, & Corso, 2009) En 
un estudio del Hospital Huashan en Shanghai, China, se intento relacionar perfiles de 
resistencia a ertapenem con genes KPC positivas, de las 109 muestras catalogadas como 
ertapenem resistente solo 77 poseian genes tipo KPC, e incluso estaba acompañado de 
otros genes como la BLEE CTX-M(S Chen et al, 2011) Permitiria describir a una cepa 
como portadora del gen bla ,cpc es en si mismo, indicativo de un evento epidemiologico 
importante en nuestra region, por otro lado la caractenzacion fenotipica, genotipica y 
microbiologica ayudaria a visualizar el transito de clones internacionales en Panama 
OBJETIVOS 
OBJETIVO GENERAL 
Determinar el subtipo molecular mediante PFGE y la susceptibilidad a agentes no b-
lactamicos de cepas de K pneumoniae KPC positivas procedentes del Laboratono Central 
de Referencia en Salud Publica del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la 
Salud, durante el año 2011 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
> Detectar mediante antibiograma por difusion Kirby-Bauer, cepas de K pneumoniae 
con fenotipo positivo por KPC 
Detectar mediante PCR de punto final cepas de K pneumoniae con el gen de 
resistencia blaKpc 2 
' Determinar la sensibilidad por CIIM automatizado o metodo Epsilon-test, de las 
cepas de K pneumoniae KPC positivas frente a agentes no b-lactamicos como la 
gentamicina, amicacina, tigeciclina, y colistina 
> Diferenciar mediante Electroforesis en Gel de Campo Pulsado, las cepas de K 
pneumoniae KPC positivas, segun su pulsotipo 
» Identificar mediante estudios moleculares de MLST, si existe circulacion nacional 
M clon transcontinental epidemico ST258 
Seleccionar mediante sinergias cualitativas, la mejor combinacion de 





1.1 Taxonomia e histona de K pneumoniae 
Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram negativo, corto, fermentador, no formador de 
esporas, oxidasa negativa, productor de capsula, no motil, indol negativo, ureasa variable, 
citrato positivo y no productor de acido sulfliidnco Pertenece a la familia 
Enterobactenacea, taxonomicamente esta ubicada como 





Especie - K pneumoniae 
El genero Klebsiella spp fue dado por Trevisan en 1885 en honor a Edwin Klebs, un 
microbiologo aleman del siglo XIX (Bnsse, Grimont, & Grimont, 2006), sin embargo 
tambien se le conocio en algun momento como "bacilo de Fnedlander", por Karl 
Fnedlander quien la descnbio microbiologicamente Este genero tuvo una historia muy 
colonda, y sus primeras clasificaciones se basaban en el tipo de enfermedad que causaban, 
K pneumoniae, K ozaenae, y K rh,noscleromat,s, luego clasificaciones como la Cowan, 
Bascomb, y ørskov intentaron facilitar la taxonomia de Klebsiella spp, pero por lo 
complicado que resulto la 
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clasificacion de Cowan, se difundio principalmente la de ørskov en todo el mundo 
(Podschun & Ullmann, 1998) 
Cuadro N° 1 Clasificacion de especies de Klebsiella spp segun diferentes agrupaciones 
taxonomicas 
Clasificacion segun 
Cowan 	 Bascomb 	 ørskov 
K aerogenes 	 K aerogenes/oxyloca 	 K pneumoniae 
K edwardsii 	 Edwardsn 	 subsp pneumoniae 
subsp edwardsu 	 K pneumoniae 	 subsp ozaenae 
subsp ailaniae 	 sensu siriclo 	 subsp rhinoscleromatis 
K pneumoniae 	 sensu lato 	 K oxyloca 
K ozaenae 	 K ozaenae 	 K lerrigena 
K rhinoscleromatzs 	 K rhinoscleromaiis 	 K planlicola (yn 
K "unnamed group" 	 K lrevisanhi) 
Enierobacier aerogenes 	 K orni/hinolylica 
Fuente Podschun R. & Ulirnann, U (1998) IUebsieiia spp as nosocomial palbogena Epalemiology , laxonomy typing 
methods,and pathogcnicity factots Cluucol Miaobwiogy Revze,s, 11(41 589-O3 
12 Identificación bioquimica de K pneumonsae 
K pneumoniae es reconocido como flora normal del tracto intestinal del ser humano, suele 
crecer confluentemente en los medios de rutina de microbiologia clinica como el agar 
McConkey, agar sangre, agar cerebro-corazon, agar nutritivo y otros medios simples, al ser 
una bacteria fermentadora, por lo regular genera gas en medios bioquimicos como el triple 
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azucar hierro (TSI) con reacciones acido/acidas, es usina descarboxilasa positiva, ornitina 
descarboxilasa negativa, urea positiva, no motil, presenta, ademas produccion de acetoina 
(aminometilmetano) en las reacciones de Voges-Proskauer (Bnsse et al, 2006) En el 
cuadro N°2 se resumen las principales caractensticas bioquimicas de K pneumonzae 
Cuadro N° 2 Caractertzacion bioquimica de diferentes especies 
de Klebs,ella spp 
Especie 
K K K 
Prueba Bioquimica 	 pneumoniae ozanae oxytoca 
Crecimiento a 5°C 
 
Crecimiento a 41°C 
	
(+) 	 (+) 	 (+) 
Crecimiento a 44 15C 	 (+) 	 No det No det 
Motilidad 
 
Urea 	 (+) Variable (+) 
ONPG 	 (+) 	 (+) 	 (+) 
tndol 
 





Lisina decarboxilasa  
Ornitina decarboxilasa 
 
Fuente Bnsse S Gnmont, F & Gnmont, P A. D (2006) TIte Genus Klebs,ella Taxonomic Hisioty and SUu.lure in Spnnger-Veriag 
(Ed) 77reProkwyoes(isted. pp 159-196) 
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1.3 Características coloniales de K pneumorna.e 
Las colonias tipicas de K pneumonzae se caracterizan por ser elevadas, ovaladas de bordes 
lisos y definidos, ademas poseen abundante capsula de glicopolisacarido que aumentan su 
contextura mucosa caractenstica y que "in vivo" favorece la colonizacion e invasion de los 
tejidos del huesped 
2 Factores de virulencia de K pneunoniae 
Dentro de la definicion de factores de resistencia de esta bacteria el termino patogenicidad 
describe la capacidad para causar enfermedad y la virulencia como una medida del grado 
de patogenicidad 
Existen varios factores de patogenicidad en K pneumonlae, se descnbiran los principales 
que han sido observados principalmente mediante modelos en ratones, debido a lo dificil 
de observarlos en estudios in vitro Los principales se agrupan en antigenos capsulares, 
fimbrias o pilis, resistencia serica (LPS), sideroforos y resistencia antimicrobiana 
'o 
2 1 Antigenos capsulares. K pneumoniae desarrolla prominentes y complejos antigenos 
capsulares derivados de polisacandos acidicos, de conformacion repetitiva de 4 o 6 
azucares y acido uronico, existen 77 serotipos y son esenciales para la virulencia 
Su flincion principal es como barrera contra la fagocitosis por granulocitos y resistencia a 
factores sericos como el complemento (vta mananos o alternativa del complemento), se 
postula que actua a nivel de inhibicion de C3b, ademas, se ha observado que en modelos' 
animales afecta la capacidad funcional de diferenciacion de macrofagos 
De todos los antigenos capsulares de K pneumon:ae, el Kl y  K2 son los mas virulentos, 
le siguen K4 y K5 
La virulencia de estos serotipos de K pneumoniae es debida a que no poseen las 
repeticiones Manosa-a-2/3 Manosa o Ramnosa- a-2/3 L-ramnosa en su capsula y los 
macrofagos por lo tanto no reconocen ese receptor, evitando la opsonizaclon, ingestion y 
destruccion bactenana Aquellas cepas desprovistas de estas secuencias de manosa-
ramnosa son asociadas a mayor capacidad de provocar infeccion 
La predominancia del serotipo K2 en infecciones por K pneumoniae es consistente con el 
concepto de lectinofagocitosis que se explica por la falta de estructuras con las que la 
inmunidad innata del huesped interactua y se seleccionan las cepas mas virulentas (øskov 
& Fife-Asbury, 1977, Podschun & Ullmann, 1998) 
2.2 Pilis o fimbnas 
El proceso de adhesion bactenana a las mucosas del huesped es quizas el paso mas critico 
para el proceso infeccioso, en Enterobacter:aceae es mediado por diferentes tipos de pilis, 
11 
que son proyecciones filamentosas no flagelares de la superficie bactenana Los pilis estan 
constituidos por subunidades de proteinas globulares polimencas de masas entre 15-26 
KDa, que pueden hemaglutinar distintas clases de eritrocitos animales 
Segun su capacidad para ser inhibidas o no por d-manosa, se clasifican en pilis 
hemaglutinantes sensibles y resistentes (MSHA o MRHA) Klebsiel/a spp posee dos tipos 
de pilis predominantes tipo 1 y tipo 3 2 2 1 Tipo 1 o comun son MSHA, aglutinan 
eritrocitos de cerdos de guinea, son capaces de unirse a trisacandos de manosa de 
glicoproteinas del huesped Este tipo de pili se asocia a la adhesion bactenana al mucus o 
epitelio urogenital, respiratorio y gastrointestinal, tambien se le ha asociado a pielonefritis 
Por su cualidad a unirse a glicoproteinas que contienen manosa soluble o unida, es 
importante en la colonizacion (portadores) y neumonia asociada a ventilacion mecanica, 
por hospitalizacion prolongada Posee la capacidad de generar repulsion hidrofihica entre 
la bactena y el leucocito, evitandose la fagocitosis 
2 2 2 Tipo 3 Solo aglutina eritrocitos tratados con taninos, se le llama tambien 
hemaglutinina manosa-resistente asociada a Klebsiel/a spp (~-HA) y es casi exclusiva 
de esta especie Se une preferencia¡ mente a celulas endoteliales humanas, tracto 
respiratorio y tracto urogenital En riñones se ha observado adhesion a membranas 
tubulares, capsula de Bowman s y  vasos renales Su papel en el proceso patogenico, aun 
hoy en dia, es desconocido (Podschun & Ullmann, 1998) 
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2 3 Resistencia sénca o mediada por lipopolisacaridos (LPS) 
El poder bactencida del suero es una de las primeras lineas de defensa de la inmunidad,  
innata humana, es mediada por proteinas del complemento, que inician con la activacion 
senca y finalizan con la formacion del complejo de ataque a la membrana (CAM), con la 
consiguiente muerte bactenana por tisis osmotica Tanto la cascada del complemento por 
la via clasica, como la via alterna dependen de la activacion de C3b, que llevan a la 
formacion del complejo C5b-C9, las cepas bacterianas patogenas pueden resistir estas 
propiedades sencas 
Los mecanismos exactos por medio de los cuales las bacterias resisten al suero son 
desconocidos, pero implican a proteinas externas de membrana como la lipoproteina TraT 
o porinas, antigenos capsulares y antigenos O (LPS) En Klebsiella spp se manejan dos 
hipotesis de su resistencia al poder bactencida del suero, la primera incluye el 
enmascaramiento del LPS por la capsula de polisacaridos y la otra que las cadenas laterales 
de los LPS pueden ser expuestos a traves de la cápsula y luego al medio 
El LPS generalmente activa el complemento por depositos de C3b en el LPS, sin embargo, 
el C3b prefiere fijarse en largas cadenas de polisacarido O, que al mantenerse alejado de la 
membrana bacteriana, evita la correcta union posterior de C5b-C9 y del CAM, por lo que 
la bacteria no puede ser lisada Cepas sensibles a la capacidad hidrolitica de suero pueden 
activar tanto las vias clasicas como alternativas del complemento, mientras que las 
resistentes solo la via alternativa Se especula que las factores ambientales tambien afectan 
la resistencia al suero, la osmolaridad alta favorece la resistencia serica mientas que la baja 
las sensibiliza Estos efectos pueden explicar que cepas suero-resistentes se encuentren 
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asociadas a infecciones del tracto urinario y suero sensibles a infecciones del tracto 
respiratorio (Merino, Camprubi, Alberti, Benedí, & Tomas, 1992) 
2.4 Sideróforos 
El hierro más que otro elemento quimico es esencial para el crecimiento bacteriano en los 
tejidos del huesped, cumple funciones como la oxido-reduccion, transporte de electrones y 
oxigenacion La biodisponibilidad del hierro en los tejidos para el crecimiento bacteriano, 
es sumamente bajo, por lo que las bacterias desarrollaron proteinas secretoras de alta 
afinidad, bajo peso molecular y lo suficientemente competitivas como para tomar el hierro 
unido a las proteinas del huesped, estas son llamadas sideroforos Un grupo particular, tipo 
fenolato de sideroforos llamado enterobactina, ha demostrado ser un efectivo competidor 
del hierro unido a transferrina Esta proteina facilita la obtencion del hierro del huesped y 
consecutivamente crecimientos bactenanos exacerbados en modelos animales (Podschun 
& Ullmann, 1998) Los mecanismos de patogenicidad de K pneumoniae se pueden 
observar en la Figura N° 1 
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Figura N° 1 Principales mecanismos de patogenicidad 
de K. pneumoniae 
Kesastcncaa al 5~ 
Fuente; Autor, adaptado de Podschun. R.. & Ullrnann, U. (1995). Klehsiella spp. as 
nosocornial palhogens: Epidemiology, tax000rny, typing methods. and pathogcnicilv 
tctors. Clinical Microbiology Reviews, 11(4). 89 -603. 
3. Resistencia bacteriana 
Los mecanismos de resistencia bacteriana pueden agruparse de muchas maneras, pero se 
basan en la capacidad de bloqueo por parte de proteínas estructurales a la entrada en el 
interior de la bacteria (de aquí en adelante llamada resistencia por factores membranales-
estructurales) y la mediada enzimáticamente (incluyen todos los tipos). Las resistencias 
membranales incluyen varias estructuras involucradas en el transporte del antibiótico a la 
bacteria, dentro de las más importantes están la porina oprD y el complejo de eflujo 
MexAB-OprM. 
3.1 Resistencias membranales 
3.1.1 Porina oprD 
La función fisiológica principal de esta porina es el transporte de aminoácidos básicos, es 
esencial para la entrada de carbapenemas a la bacteria-,de las 19 familias de porinas, las 
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oprD tienen 8 en comun, se detecto su rol en la resistencia al afectar principalmente la 
captacion de imipenem Esto ocurre cuando se desregula su produccion a nivel 
cromosomico, generando la perdida de la misma (OprD-) Se ha observado que 
sustituciones en los brazos 5,7 y  8 de esta poma, generan baja union de imipenem y 
resistencia cruzada a otras carbapenemas (Queenan & Bush, 2007) 
3 12 Bombas de eflujo 
Las bombas de eflujo pertenecen a diversas superfamilias de ponnas a saber, SMR (small 
multidrug resistance), superfamilia RND (resistance nodulation division), Superfamilia 
MFS (major facilitador superfamily), superfamilia ABC (ATP-binding cassette) y 
superfamilia MATE (multidrug and toxic compound extrusion) 
Grupos tipo RND eliminan carbapenemas bombeandolos fiera de la celula por medio de 
proteinas conectoras citoplasma-exterior, esta complicada estructura bacteriana incluye 3 
partes una bomba citoplasmatica, un ligando penferico citoplasmatico y una ponna tipo 
canal membrana¡-penplasmatico OprM son las pomas exteriores, la MexA es el ligando 
periplasmatico y MexB es la bomba citoplasmica regularmente, aunque existen otras 
combinaciones que incluyen OprJ, MexC o MexX junto a MexD y MexY La resistencia 
se observa por mutacion en las proteinas reguladoras de estas bombas y generan 
sobreproduccion, se cree que el "quorum sensing" puede estar involucrado en estas 
derrepresiones Antibioticos como el meropenem se ven mayormente afectados cuando 
existen bombas de eflujo En la Figura N° 2 se puede observar el complejo MexAB-OprM 
(Papp-Wallace, Endimiani, Taracila, & Bonomo, 2011) 
ra. arnIa. Sp a,. 
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Figura N° 2 Estructura de la bomba MexAB-OprM 
- 	 '.. 
tafl a.a1s fl..s. 
plazA-U. 0,. It! 
Distintas partes de la bomba de eflujo MexAB- OprM, se puede observar tos dominios transmembranales y proteínas ligadoras. 
Fuente: Papp-Waltace, K. M., Endimiani, A., Taracila. M. A, & Bonomo, R. A. (2011). Carbapenems: past present, and fiature. 
ntimicrohial Agents and Chemotherapy. 55(11), 4943 -60. doi: 10_11 28/AAC.00296-1 1 
3.2 Resistencias mediadas enzimáticamente 
Las resistencias mediadas enzimáticamente son las más versátiles del mundo bacteriano, 
son sumamente extensas y para mayor facilidad autores como Bush, Jacobi y Medeiros, 
las agruparon en subgrupos basados en su actividad, secuencia molecular y polipeptidica, 
además de la capacidad de ser inhibidas o no por distintas sustancias; la clasificación se 
resume en el Cuadro N° 3. 
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Cuadro N° 3 Clasificacion de beta-lactamasas segun Bush, Jacobi y Medeiros 
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Fuente Bush, K & Jacoby O & (2010). Updaled fiinctionai cinasificaflon of beta laclamases Anlim,crobiai Agcnts and 
Chemolherapy 54(3) 969-76 dot 10 1 128IAAC 01009-09 
3 2.1 Beta-lactamasas de Clase C familia AmpC 
Las de clase C, son las denominadas cefalosporinasas, estan codificadas en el cromosoma 
bacteriano de la mayoria de las Enlerobacteriacea y de algunos otros organismos Son 
activas frente a las cefalosponnas y benzilpenicilina, no se inhiben frente al acido 
clavulanico Son muy activas frente a cefamicinas (cefoxitina) y poseen alta afinidad frente 
a monobactamas (aztreonam), pero presentan sensibilidad a cefalosponnas de 4 ° 
generacion (cefepima) lo que facilita su deteccion 
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Cromosomicamente estan presentes en generos como Serrazia marcescens, Citrobacier 
spp, Enierobacter cloacae y Pseudomonas aeruginosa La expresion de AmpC es basal, 
pero frente a aminopenicilinas, impenem y acido clavulanico puede demostrarse, er. 
Acinetobacer spp y Escherichia coli reguladores y depresores geneticos que pueden mutar 
o desaparecer, en estos casos se le denomina "derrepresion", ya que causan una 
sobreproduccion no regulada de enzimas, pueden afectar a carbapenemas sobre todo el 
ertapenem (Bush & Jacoby, 2010) Las enzimas plasmidicas de clase C incluyen a CMY, 
ACT, Dl-LA, FOX, y M1IR entre otras Cuando sumamos a bacterias con perdidas de pomas 
OprD-, se generan cepas con alto nivel de resistencia a carbapenemas y las enzimas del 
grupo C son sensibles a la inhibicion por derivados del acido fenil-boronico (F Pasteran et 
al , 2009) 
3 2.2 Beta-lactamasas de Clase B familia MIBL 
Las enzimas de clase B o metalo-beta-lactamasas se caracterizan por hidrolizar 
carbapenemas, ser resistentes a la mayona de los inhibidores comerciales y ser susceptibles 
a los quelantes de metal ionico divalente Poseen amplio espectro de hidrolisis que incluye 
cefalosponnas, penicilinas, carbapenemas pero no monobactamas (enzima pura sin otra 
enzima acompañante) La hidrolisis es dependiente de la interaccion del b-lactamico con 
el ion zinc del sitio activo de la enzima, este efecto se utiliza para detectarla facilmente al 
añadir a las pruebas quelantes de Zn como el EDTA o acido dipicolinico 
Existen MBL cromosomicas tipicas de especie como la BCH y CfiA de Bacillus, sin 
embargo, hay un grupo de transferibles como son las VIrvI (verona integron), IMP (active 
19 
in imipenem), GIM (Germany MBL) y SPM (Sao Paulo MBL) que se han encontrado en 
Pseudomonas spp, Serraiza spp y Acznetobacíer spp (Queenan & Bush, 2007) Hoy en dia 
un grupo altamente transferible, las NDM-1 (New Delhi MBL) han causado grandes brotes 
intra y extra hospitalarios en zonas como india y Pakistan, Londres y America, significando 
una resistencia emergente tan significativa como ¡(PC (Nordmann, Poirel, Carrer, 
Toleman, & Walsh, 2011) 
3 2.3 Beta-lactamasas de Clase D familia OXA 
Las b-lactamasas tipo OXA por 'hidrolizantes de oxacilina" son las enzimas plasmidicas 
mas comunes, fueron detectadas desde los años 70 s, pero en su momento fueron separadas 
de las seno b-lactamasas (aunque lo fueran) Han sido ampliamente descritas en 
Enterobacteriacea y P aeruginosa, siendo descritas como penicilinasas con la capacidad 
de afectar a oxacilina y cloxacilina No son inhibidas por acido clavulanico o EDTA, 
ademas de poseer mucha variabilidad en secuencia de aminoacidos Sus primeros 
representantes fueron las OXA-1 1, OXA- 10, OXA 15, OXA 18 y OXA 45 (Queenan & 
Bush, 2007) La primera OXA con accion frente a las carbapenemasas fue la ARI-1 por 
"Acinetobacier resistant to imipenem", posteriormente fue rebautizada como OXA-23, la 
cual jugo un papel central en infecciones de personal militar estadounidense en servicio en 
Iraq y Afganistan 
La importancia de las Oxacilinasas radica en su gran variedad, amplio espectro de 
hidrolisis, ausencia de inhibidores especificos y la capacidad de confundirse con 
carbapenemasas mas potentes como la ¡(PC La produccion simultanea de MBL junto a 
OXA s puede generar perfiles de resistencia a todos los b-lactamicos, hoy en dia existe una 
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vigilancia internacional frente a las OXA s por su fácil diseminacion y dificil deteccion, 
solo factible mediante tecnicas moleculares (Paterson & Bonomo, 2005) 
3,2 4 Beta-lactamasas de Clase A familia BLEE y KPC 
Las serinas enzimas del grupo A, representan al grupo mas estudiado e identificado durante 
los ultimos 24 años, agrupan a enzimas con resistencia significativa como las beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) Dentro del grupo A existe el subgrupo 2a que 
incluye a las penicilinasas de S aureus y otras con espectro reducido de accion, las 2b, sin 
embargo hidrolizan rapidamente penicilinas, cefalosponnas y son fuertemente inlubidas 
por el acido clavulanico y el tazobactam Las enzimas mas representativas de este grupo 
incluyen alas TEM-1,2 y SHV-1 (nombradas asi por el nombre de los pacientes de donde 
se aislaron) Las subgrupo 2be comprenden las BLEE, al poseer un espectro extendido, son 
activas frente a penicilinas y cefalosponnas, dentro de este grupo se encuentran la CTX-M 
que hidrolizan preferente este antibiotico Estas enzimas son muy labiles al acido 
clavulanico y esto favorece su deteccion por el laboratorio Las subgrupo 2br se 
caracterizan por adquirir resistencia al acido clavulanico, sin embargo, el subgrupo 2ber 
incluyen a enzimas TEM con espectro extendido y resistencia al clavulanico (Bush & 
Jacoby, 2010) 
Dentro del subgrupo 2c se incluyen penicilinasas con la habilidad de hidrolizar 
carbenicilina o ticarcilina El subgrupo 2ce comprende a enzimas como la CARB-10 que 
son capaces de hidrolizar cefepima y cefpirome, mientras que las del grupo 2d capaces de 
hidrolizar cloxacilina u oxacilina y en su momento agrupo a las oxacilinasas El subgrupo 
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mas llamativo es el correspondiente al 2f, son carbapenemasas con inhibicion leve a acido 
clavulanico y tazobactam, incluye a especificas puras de especie como la SME o IMI-1 
(sensibles a cefiazidima) y a la I(PC que posee el mayor grado de hidrolisis frente a la 
mayoria de los antibioticos y la capacidad de generar brotes hospitalarios severos (Paterson 
& Bonomo, 2005) Las enzimas tipo KPC se asocian a CIM de imipenem y meropenem 
menores o iguales a 2 y  1 ug/mL respectivamente, ademas son fáciles de detectar por medio 
del laboratorio al utilizar derivados del acido boronico, teniendo en cuenta los falsos 
positivos en cepas productoras de enzimas de clase C (F Pasteran et al 2009) 
4. Origenes de la transmisión de carbapenemasas 
Los carbapenemas derivan de una sustancia natural la tienamicina, producida por la 
bacteria ambiental Sireplomyces catlleya, tienen relacion con el acido olivanico producto 
natural sumamente potente Se cree que al producir moleculas similares, bacterias como 
Bacillus cereus o  an:hracis desarrollaran MBL que le dieran una ventaja adaptativa para 
crecer en el medio ambiente La transmision inter-especies se facilito gracias a elementos 
moviles como integrones y plasmidos Hoy en dia se detectan enzimas en bacterias 
hospitalarias que estan tambien presentes en bacterias ambientales, lo que apoya la 
transferencia genetica entre organismos (Queenan & Bush, 2007) 
4 1 Mecanismos combinados diferentes a carbapenemasas 
Tanto en K pneumoniae como en Enierobacier,acea, enzimas como las AnipC 
derrepnmidas son capaces de hidrolizar diferentes antibioticos, si a esto sumamos la 
perdida de ponnas, o la utilizacion de bombas de eflujo obtenemos resistencia a 
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carbapenemas Un caso muy comun en la practica es la presencia de BLEE CTX-M junto 
a perdida de porinas (impermeabilidad) que entrega un perfil muy semejante a KPC, pero 
con abordaje clinico muy diferente (Paterson & Bonomo, 2005) 
5. Carbapenemasa de Klebsella pneumonw.e (KPC) 
En el 2001 se reporta la primera enzima KPC-1 en Carolina del Norte, perteneciente a la 
clase A muy diferente en caractensticas a las ya conocidas Metalo-b-lactamasas (B) El 
gen codificador de la KPC se encuentra en un plasmido, anclado a un transposon que posee 
como vecinos geneticos varias resistencias acompañantes a quinolonas y aminoglicosidos 
entre otros (Arnold, Thom, Sharma, Phillips, Johnson, et al, 201 1) 
Las pruebas detectoras de estas enzimas KPC se basaban en el perfil de resistencia a b-
lactamicos en general, ayudados con una metodologia que diferenciaba resistencias 
basadas enzimaticamente, de aquellas por baja permeabilidad del antimicrobiano, como el 
test modificado de Masuda-Hodge (F Pasteran et al, 2009) Sin embargo, esta prueba ha 
demostrado tener baja especificidad al diferenciar enzimas KPC con respecto a otras 
enzimas como ArnpC derreprimidas, Oxacilinasas y BLEE CTX-M De esta limitacion se 
desarrollaron metodos mas especificos basados en la inhibicion con derivados del acido 
boronico, cloxacilina y EDTA (F Pasteran, Mendez, Rapoport, Guemero, & Corso, 2010) 
La resistencia a los carbapenemes en Enterobacieriacea puede ser causada por la 
sobreproduccion de enzimas como la cefalosponnasa cromosomica AmpC, deflcit de 
proteinas porinas de membrana o sobreexpresion de bombas de eflujo activo Sin embargo, 
la produccion de enzimas con una hidrólisis significativamente activa contra estos 
compuestos es frecuente 
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Dentro de la clasificacion 2f, tenemos KPC El sitio de localizacion de los genes de 
resistencia a carbapenemas se encuentra en elementos moviles como plasmidos, que 
permiten una rapida diseminacion y transferencia multiple (Minagou et al, 2010) En este 
caso, el gen es llamado b/a,pc y posee la capacidad de hidrolizar, de manera efectiva, los 
antibioticos de primera eleccion Las enzimas de la clase A 2f (Yigit et al, 2001), 
pertenecian a las KPC-1, subsecuentemente fueron apareciendo las variantes KPC-2 y 
KPC-3 en las localidades de Mid-Atlantic y Nueva Inglaterra EUA Posteriormente se han 
descrito en todo el mundo mas de muchas variantes de carbapenemasas no solo en K 
pneumoniae sino tambien en otras especies (Landman et al, 2007) 
Las enzimas KPC confieren resistencia a todos los agentes b-lactamicos, incluyendo 
carbapenemas, cefalosporinas, penicilinas y monobactamas Poseen un peso molecular de 
28,5 kDa, una configuracion de lamina O113, y a pesar que la denominacion de las enzimas 
hace referencia a Klebsiella spp pueden encontrarse en muchas otras especies como 
Escherichia col,, Enterobacter spp y Pseudomonas aeruginosa (Yigit et al 2001, Ke et al 
2007) 
Actualmente se han descrito 20 enzimas de clase KPC, siendo identicas las secuencias de 
la KPC-1 y  KPC-2, por lo que ladenominacion KPC -1 ya no sera valida por mucho tiempo 
Las otras variantes KPC-3 a KPC-11, son conocidas como derivadas de la KPC-2, debido 
a pequeños cambios aminoacidicos, pero se considera a la KPC- 2 como el ancestro comun 
de las mismas (Jacoby & Bush, 2014, Yigit et al , 2008) 
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6 Consideraciones técnicas de resistencia 
6.1 Conceptos de sensibilidad a los antimicrobianos 
Concentracion inhibitoria minima (CIM), es el valor que indica la menor concentracion de 
un agente antimicrobiano que inhibe o detiene por muerte bactenana, el crecimiento visible 
M microorganismo en las pruebas de sensibilidad 
Punto de corte/criterio de interpretaclon CIM o valor del diametro del halo/ ug de droga 
usado para indicar susceptible, intermedio y resistente 
Categoría de inlerprelacion del antibiograma Clasificacion basada en la respuesta in vitro 
de una bacteria frente a un agente antimicrobiano cuya concentracion corresponde a la 
alcanzada en los compartimentos del cuerpo humano con las dosis estandares para ese 
agente 
> sensible implica que el aislamiento en cuestion, es inhibido por las 
concentraciones del agente antimicrobiano alcanzadas cuando se administra la 
dosis estandar para el lugar de la infeccion 
intermedia incluyen aislamientos en los que la CIM del antimicrobiano se acerca 
a las concentraciones alcanzadas en los distintos compartimentos del cuerpo 
humano y que las tasas de respuesta pueden ser inferiores a las de los aislamientos 
sensibles El concepto intermedio implica una eficacia clinica en localizaciones en 
las que los fármacos se concentran por farmacocinetica y farmacodinamica (por 
ejemplo, quinolonas y B-lactamicos en orna) o cuando pueden administrarse dosis 
del farmaco superiores a las normales (por ejemplo, B-lactamicos) Es una zona 
tampon, que debe evitar que pequeños factores inherentes a la tecnica causen 
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mayores discrepancias en la interpretacion, especialmente en el caso de drogas con 
margenes de toxicidad estrechos 
» resistente esta categona implica que los aislamientos no sean inhibidos por las 
concentraciones de antimicrobianos alcanzadas con dosis estandares o que las CilvI 
se presentan dentro del intervalo probable para que haya mecanismos de resistencia 
microbiana (ej, hidrolasas, proteinas alteradas), y la eficacia clinica del 
antimicrobiano frente a la bacteria no se demuestre durante el tratamiento 
no sensible Esta categoria se usa para microorganismos en los cuales solo existe 
el criterio de sensibles, ya sea por ser un antibiotico nuevo o debido a la rara 
aparicion de cepas resistentes Los aislamientos que tengan (CM por encima o 
diametros por debajo de los valores indicados de sensibilidad deben ser reportados 
como no sensibles, hasta que se demuestre que poseen resistencia explicita por un 
mecanismo de resistencia 
6.2 Clasificacion de antimicrobianos 
6.2 1 b-lactamicos 
Todos los agentes antibioticos b-lactamicos comparten la misma estructura central formada 
por el anillo b- lactamico de cuatro atomos y su principal mecanismo de accion es la 
inhibicion de la sintesis de la pared celular La presencia de otros grupos ciclicos o 
sustitutivos unidos al nucleo b- lactamico los determinan como penicilinas, cefemes, 
carbapenemas o monobactamas 
6 2 1 1 Penicilinas Son activas principalmente contra las bacterias aerobias Gram 
positivas que no producen b- lactamasas, ciertas bacterias exigentes como Gram 
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negativas y algunas anaerobias Las aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina) 
son activas contra otras especies Gram negativas, incluidas 	 la familia 
Entero bacter:aceae Las carboxipenicilinas (carbenicilina y ticarcilina) y las 
ureidopenicilinas (mezlocilina y piperacilina) son activas frente a un numero mayor 
de bacterias Gram negativas, incluidas muchas Pseudomonas spp y Burkholderia 
spp Las penicilinas estables a penicilinasas (cloxacilina, dicloxacilina, meticilina, 
nafcilina y oxacilina) son activas sobre todo frente a bacterias Gram positivas, 
incluidos los Slaphylococcus spp productores de penicilinasa 
6 2 1 2 Combinaciones de b-lactámicos con inhibidores de 0-lactamasas Estos 
antimicrobianos son combinaciones que incluyen un agente B-lactamico y un 
segundo componente, regularmente con actividad antibacteriana minima, pero 
funciona como un inhibidor de 13- lactamasas Los principales inhibidores de 13-
lactamasas no tienen actividad antimicrobiana por si solos, pero pueden potenciar 
la actividad del agente antimicrobiano I3-lactamico cuando estan combinados 
Actualmente, existen cuatro inhibidores de B-lactamasas, el acido clavulanico, 
sulbactam, tazobactam y NXL-104 o avibactam (Livermore et al, 2011, Nicola, 
Maddalena, Russell, & Pierluigi, 2013) Los resultados de las pruebas de la porcion 
fi-lactamica unicamente, no son predictivos de la sensibilidad de los dos agentes en 
combinacion 
6 2 13 Cefemas (incluidas las cefalosponnas): Los antimicrobianos de la clase cefemes 
presentan espectros de actividad distintos frente a las bacterias aerobias y anaerobias, Gram 
positivas y Gram negativas Incluyen a las cefalosponnas clasicas y tambien agentes como 
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cefamicinas, oxacefemes y carbacefemes Las cefalosponnas normalmente se denominan 
de "primera", "segunda", "tercera" o "cuarta" generacion, en base al grado de actividad 
frente a bacterias aerobias Gram negativas resistentes a los antimicrobianos No todos los 
integrantes de un grupo o generacion especifica tienen necesariamente el mismo espectro 
de actividad Debido a estas diferencias de actividad, deben seleccionarse representantes 
de cada grupo para las pruebas rutinarias 
6 2 14 Penemas Los penemas incluyen dos subclases, los carbapenemas y los penemas, 
difiere ligeramente en estructura de la clase de las penicilina, los agentes de esta 
clase son mucho mas resistentes a la hidrolisis por la accion de las 13-lactamasas, lo 
que les confiere un amplio espectro de actividad frente a un gran numero de 
bacterias Gram positivas y Gram negativas 
6 2 1 5 Monobactamas Los antibioticos monobactamas son b-lactamicos monociclicos 
Hoy en dia, el aztreonam, que tiene actividad solo contra bacterias aerobias Gram 
negativas, es el unico agente de los antibioticos inonobactamas aprobado por la 
FDA para su uso 
6.2 2 No b-Iactámicos 
6 2 2 1 Am.noglucós.dos 	 Los 	 amrnoglucosidos 	 son 	 antimicrobianos 
estructuralmente relacionados, con un mecanismo de accion ribosomal que 
consiste en la inhibicion de la sintesis proteica bactenana Incluye agentes 
con distinta estabilidad frente a enzimas que inactivan los aminoglucosidos, 
generando diferentes espectros de actividad Se utilizan principalmente para 
tratar infecciones causadas por bacilos aerobios Gram negativos o en 
combinacion sinergica con agentes antimicrobianos activos que actúan sobre 
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la pared celular (b-lactamicos o glicopeptidos) contra algunas bacterias 
Gram positivas, como los enterococos 
6 2 2 2 Inhibidores del metabolismo de los folatos representados por las 
sulfonamidas y la tnmetoprima que poseen espectros de accion parecidos, 
resultantes de la inhibicion del metabolismo de los folatos El sulfisoxazol 
es la sulfonamida con mayor uso para el tratamiento de las infecciones del 
tracto urinario, por lo tanto, puede ser elegido para las pruebas de 
sensibilidad in vitro El sulfametoxazol se prueba generalmente en 
combinacion con la tnmetoprima, porque estos dos agentes antimicrobianos 
inhiben pasos secuenciales del metabolismo de los folatos en algunas 
bacterias Gram positivas y Gram negativas 
6 2 2 3 Glicopeptidos son antimicrobianos, que incluyen la vancomicina (en la 
subclase glicopeptidos) y a la teicoplanina (en la subclase lipoglicopeptido), 
comparten una estructura quimica compleja y su mecanismo de accion 
principal consiste en inhibir la sintesis de la pared celular en un sitio 
diferente al de los B-lactamicos Este grupo es principalmente activo frente 
a las bacterias aerobias Gram positivas La vancomicina se usa para el 
tratamiento de infecciones por bacterias Gram positivas en pacientes 
alergicos a la penicilina, y es util para el tratamiento de infecciones debidas 
a cepas resistentes a los B-lactamicos (por ejemplo, Slaphylococcus aureus 
resistentes a meticilina y algunos Enterococcus spp) 
6 2 2 4 Lipopéptidos Son un grupo de agentes antimicrobianos estructuralmente 
relacionados, cuyo principal sitio de accion es la membrana celular La 
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subclase de polimixinas, que incluyen a la polimixina B ya la colistina, tiene 
actividad frente a Gram negativos La daptomicina es un lipopeptido ciclico 
activo frente a los microorganismos Gram positivos La actividad de los 
lipopeptidos esta fuertemente influenciada por la presencia de cationes 
divalentes en el medio usado para las pruebas Un exceso de cationes de 
calcio inhibe la actividad de las polimixinas, aunque la presencia de una 
concentracion fisiologica (50 mg/1) de iones calcio es esencial para la 
actividad adecuada de la daptomicina 
6 2 2 5 Macrólidos son agentes con un mecanismo de accion nbosomico que 
inhibe la sintesis de proteinas bactenanas En caso de microorganismos 
Gram positivos, solo es necesario probar sistematicamente la entromicrna 
El grupo de los macrohdos esta formado por varios subgrupos que incluyen 
azitromicina, claritromicina, dintromicrna y el quetohdo telitromicina 
6 2 2 6 Nitroimidazoles incluyen metronidazole y tinidazole, son agentes 
bactericidas que intracelularmente son convertidos en metabolitos que 
afectan y rompen el ADN de las bacterias sensibles, estos agentes son 
activos contra bacterias anaerobias estrictas unicamente 
6 2 2 7 Oxazolidinonas Es una clase de agentes antimicrobianos con mecanismo 
de accion unico que inhibe la sintesis proteica El primer agente aprobado de 
esta clase fue linezolid el cual tiene actividad frente a microorganismos 
Gram positivos 
6 2 2 8 Qu,nolonas Las quinolonas (quinolonas y fluoroquinolonas) son agentes 
antimicrobianos estructuralmente relacionados cuyo principal mecanismo 
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de accion es inhibir la actividad de la ADN girasa o de la topoisomerasa IV 
de muchas bacterias Gram positivas y Gram negativas Algunas diferencias 
en su espectro pueden requerir el estudio de vanos agentes de este grupo de 
manera individual 
6 2 2 9 Estreptograminas incluyen quinupnstin-dalfopnstin y linopristin-
flopnstin, son combinaciones de dos peptidos ciclicos producidos por 
Sireptomycesspp Trabajan de manera sinergica al inhibir la sintesis proteica 
principalmente en microorganismos Gram positivos, aunque pueden tener 
limitada actividad contra algunos microorganismos Gram negativos y 
anaerobios 
62210 	 Tetraciclinas Las tetraciclinas poseen un mecanismo de accion 
ribosomico que inhibe la sintesis proteica de ciertas bacterias Grani positivas 
y Gram negativas Salvo unas pocas excepciones, solo la tetraciclina debe 
probarse sistematicamente Los microorganismos sensibles a la tetraciclina 
tambien deben ser considerados sensibles a la doxiciclina y la minociclina 
Sin embargo, algunos microorganismos con sensibilidad intermedia o 
resistencia a la tetraciclina pueden ser sensibles a la doxiciclina, a la 
minociclina o a ambas La tigeciclina, una glicilciclina, es un derivado de la 
minociclina que tiene actividad frente a microorganismos que pueden ser 
resistentes a otras tetraciclinas 
6 2 2 11 	 Clases con un único agente antimicrobiano los siguientes agentes 
antimicrobianos son actualmente los unicos miembros de sus clases 
respectivas usados en los seres humanos, y son apropiados para las pruebas 
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in vitro Se trata del cloranfenicol (fenicoles), la clindamicina 
(lincosaminas), acido flisidico (Esteroidal), mupirocina (acido 
pseudomonico) y espectomicina (aminociclico), todos ellos inhiben la 
sintesis proteica, y la rifampicina (ansamicinas) y fidaxomicina 
(macrociclicos) son inhibidores de la sintesis del ARN La nitrofürantoina 
(nitrofliranos), que solo se utiliza para el tratamiento de infecciones del 
tracto unnario, actua sobre el nbosoma inhibiendo vanos pasos de la sintesis 
y ensamblaje de proteinas La fosfomicina (fosfomicinas), aprobada para el 
tratamiento de infecciones de las vias urinarias, inhibe las enzimas 
implicadas en la sintesis de la pared celular (CLSI, 2012) 
6 3 Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos 
6.3 1 Reactivos y condiciones para la prueba de difusión con disco 
6 3.1.1 Agar de Mueller-Hinton Entre los numerosos medios disponibles, el subcomite 
considera que el agar Mueller-Hinton es el mejor para los antibiogramas rutinarios de las 
bacterias no exigentes debido a que 
> La reproducibilidad de las pruebas de sensibilidad es aceptable entre 
los diferentes lotes 
> La concentracion de los inhibidores de la sulfonamida, trlmetopnma 
y tetraciclina es baja 
» El crecimiento de la mayor parte de los agentes patogenos no 
exigentes es satisfactorio 
> Se dispone de un gran numero de datos y experiencia acumulada en 
relacion a las pruebas de sensibilidad realizadas con este medio 
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Aunque el medio de Mueller-Hinton es generalmente fiable para realizar el antibiograma, 
los resultados obtenidos con algunos lotes pueden, a veces, variar significativamente Si en 
uno de los lotes el microorganismo no crece adecuadamente, los halos de inhibicion de la 
prueba de difusion por disco generalmente seran mas grandes de lo previsto y pueden 
exceder los limites aceptados en el control de calidad Solo se usaran las formulaciones de 
agar de Mueller-Hinton que se hayan probado, se pueden utilizar platos Petn preparados 
comercialmente o se pueden preparar segun se describe en el documento CLSI M02 
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012) 
6 3 12 pH El pH del agar de Mueller-Hinton de cada lote se mide con cada lote, debe 
tener un pH de 7,2 a 7,4 a temperatura ambiente El metodo para evaluar el pH 
de agar usado en este estudio se basaba en dejar solidificar el agar fundido en 
el electrodo medidor y luego se hacia la lectura del mismo 
6 3 1 3 Humedad Si en el momento de usar los platos Petn hay excesiva humedad 
superficial deben colocarse en una incubadora a 35 oc o en una camara de flujo 
laminar a temperatura ambiente con las tapas entreabiertas hasta que el exceso 
de humedad de la superficie se evapore (generalmente entre 10 y  30 minutos) 
La superficie de los platos Petri debe estar humeda, pero sin gotitas de 
condensacion visibles en la superficie del medio ni en las tapas de la mismos 
cuando se vayan a inocular 
6 3 14 Efectos de t.midina o de la timina Si el agar Mueller-Hinton contiene 
cantidades excesivas de timidina o timina se puede revertir el efecto inhibitorio 
de las sulfonamidas y la trimetopnma, por lo que los halos de inhibicion seran 
mas pequeños y menos distinguibles o simplemente no existiran, lo que dana 
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lugar a falsa resistencia Se debe usar un agar de Mueller-Hinton cuyo contenido 
de timidina sea lo mas bajo posible Para verificar la concentracion de estas 
sustancias, para el control de calidad se debe probar con Enlerococcusfaecalis 
ATCC© 29212 o alternativamente Enterococcusfaecalis ATCC® 33186 con 
discos de trimetopnma-sulfametoxazol Un medio con concentraciones 
correctas arrojara halos de inhibicion claramente definidos de k 20 mm Si el 
medio es inadecuado, no habra halo de inhibicion, se observara un crecimiento 
dentro del halo o el tamaño del halo sera < 20 mm 
6 3 1 5 Efecto de las diferentes concentraciones de los cationes divalentes Los 
cationes divalentes, principalmente magnesio y calcio, influiran en los 
resultados de las pruebas de sensibilidad a los aminoglucosidos y las 
tetraciclinas en las cepas de Pseudomonas aeruginosa Un alto contenido en 
cationes reducira el tamaño de los halos de inhibicion, mientras que uno bajo 
dara halos grandes inaceptables Los cambios en la concentracion de calcio 
tambien afectan los resultados de las pruebas con daptomicina El exceso de 
iones de zinc puede reducir el tamaño de los halos de inhibicion de los 
carbapenemas 
7 Enzimología de la KPC 
Los motivos estructurales altamente conservados de las enzimas de clase A incluyen cuatro 
regiones polares el compacto sitio activo Ser70-Xaa-Xaa-Lys73, el 'asa omega" residuos 
163 al 178, Serl30-Aspl3l-Asn132 y Lys234-Thr (Ser) 235-G1y236 La fi.incion del 
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residuo SDN en el asa comprendida entre la Serl3O-AspI3l-Asn132 están relacionados en 
el mantenimiento de la estructura de la cavidad del sitio activo, estabilidad enzimática y de 
la estabilización del estado de transición de la enzima respectivamente. Como se muestra 
en la Figura N°3 en las enzimas como la KPC se presentan múltiples alteraciones en la 
disposición espacial de los residuos catalíticos, lo que exacerba la actividad carbapenemasa 
si se compara con otras enzimas de la clase A (Drawz & Bonomo, 2010). 
Como ya se mencionó las enzimas de la clase KPC, pertenecen a la clase molecular A, son 
hidrolasas (E.C.3.5.2.6) muy potentes y eficientes gracias en medida a los residuos 
catalíticos de seria (S70) que acila sustratos de b-lactámicos, y deacila en su lugar agua. 
S70 está implicado en el ataque nucleofilico en el carbono carbonilo del sustrato que lleva 
a la escisión del enlace con el nitrógeno del anillo í3-lactámico de la penicilina y otros 
sustratos.. 
Figura N° 3 Estructura tridimensional hipotética del sitio activo de la 
enzima KPC-2 
Se puede observar la conformación estructural de las enzimas tipos KPC, con el sitio seria activo. Fuente: Ke. W. 
et al.. 2007. Crvstal structure of KPC-2: insigbts iisto carbapenemase activity in Clasa A -lactamases. Biochern,strj 
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La deacilacion con la molecula de agua es iniciada con E166 y N170 para el ataque 
nucleofilico, el intermediario b-lactam-acil-enzima funciona para liberar el sustrato b-
lactam para el sitio activo por deacilacion Ambos el acilado y el deacilado se involucran 
en un ataque nucleofilico que facilita un correcto posicionamiento con el onficio oxianion 
(formado por los residuos nitrogenados 70  237), que atrae el atomo de oxigeno carbonilo 
Estos elementos del sitio activo son soportados por una red compleja de aminoacidos 
hidrogenados y usinas conservadas (K37y K234), N132 y S130 (Ke et al, 2007) 
Las KPC son de las pocas enzimas sennas de clase A, que tienen la capacidad de hidrolizar 
b-lactamicos sustituyendo el carbono a del anillo adyacente al carbonilo Hallazgos indican 
que la KPC sufre cambios significativos en la tipologia del sitio activo como una 
recolocacion de 0 5 a 0 8 de la Senna 70, y otros cambios en la posicion de aminoacidos 
conservados, que causan profundos cambios en la manera en que el angulo difiere por 
hidrancia esteruca Las drogas que se diseñen deben tener en cuenta esta consecuencia 
inesperada de la remodelacion del sitio activo La actividad catalitica unica de las KPC, se 
debe a un cambio en la topología del sitio activo de la seria (recolocacion catalitica S70 
de 0,5 a 0,8 A), Junto a otros cambios en las posiciones aminoacidicas de las b-lactamasas 
clase A, que le permiten esta potente accion hidrolitica Es importante recalcar que el 
motivo carboxilico de la molecula bicina en la KPC-2 es casi identico a la posicion del 
motivo carboxilo del inhibidor SA2-13 de union de BLEE SHV-1 (Ke et al 2007) 
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7.1 Epidemiología y diseminación de la KPC 
Desde que fueron descubiertas, las enzimas tipo KPC, han mostrado una rapida 
propagacion tanto dentro como fiera de Estados Unidos, regiones como Israel, Suramerica, 
Polonia, Argentina, Canada, Grecia, Reino Unido, Italia, Brasil y Corea del Sur han 
reportado aislamientos de esta enzima (Andrade et al , 2011, Baraniak et al , 2009, Fontana 
et al, 2010, Leavitt et al, 2010, F G Pasteran et al, 2008, Pilla¡ et al, 2009, Roh et al, 
2011, Souli et al, 2010, Villegas et al, 2006, Woodford et al, 2008) Por lo general los 
brotes se han reportado en K pneumon:ae, pero tambien se han dado casos en E coli o en 
Acinetobacter spp e incluso P aeruginosa Se ha encontrado que la mayoria de las 
epidemias son debidas por un solo clon altamente propagativa el clon ST 258 definido por 
secuencio-tipo MLST, el gen blaKpc y resistencias asociadas se ven incluidas en el mismo 
y simple elemento genetico, el trasposon TN4401 
Notablemente con cifras muy altas de KPC cercanas al 50% inclusive en A baumannii 
Canada, que limita con Estados Unidos, reporto brotes esporadicos y limitados 
principalmente en sus ciudades mas pobladas (Ontano, Toronto y Montreal) con 
prevalencia bajas (Pilla¡ et al, 2009) En Europa donde se dio a conocer su primer 
aislamiento en Francia, con una cepa que se sospecha fue importado de Estados Unidos y 
las circulantes son a su vez de Grecia Europa mantiene en la mayoria de paises una baja 
prevalencia a excepcion de Grecia, donde supera el 50% de todas las resistencias a 
carbapenemas y el resto corresponde a TvIBL tipo VIIvI Atenas es denominado como el 
"epicentro europeo de Enterobacieriaceae carbapenemas resistentes"(Souli et al, 2010) 
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Italia presenta tasas bajas, como en el Reino Unido, donde su principal carbapenemasa la 
constituye la NDM-1 (Woodford et al., 2008). 
En Medio Oriente, Israel al igual que Francia indicó que una cepa importada de Nueva 
York en 2005 fue el primer aislamiento, hoy en día poseen tanto KPC-2 y  3, con el mismo 
clon epidémico ST258. Un punto importante es que alli la KPC se trata como asunto de 
estado y existe una red de control nacional que mantiene las prevalencias muy bajas e 
inclusive estables (Leavitt et al., 2010). En Suramérica, paises como Colombia, Brasil, 
Argentina han tenido casos, pero todos autolimitados y de baja morbimortalidad (Villegas 
et al., 2006), La disposición global de aislamientos se puede ver en la Figura N° 4: 
Figura N° 4 Disposición global de aislamientos KPC positivos 
Canada 
O Aislamientos pioductores de KPC aislados 
• Brotes severos de aislamientos productores de KPC 
• Áreas endémicas de aislamientos productores de KPC 
Se puede observar en esta figura si los casos alrededor del mundo han tenido un componente epidémico o endémico según país; 
Fuente: Nordmann, P., Naas, T., & Poirel. L. (201 1). Global spread of Carbapenemasc-producing Entcrobacteriaceae. Emerging 
lnfectious íiscases, 17(10). 1791-tI. 
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En Asia los elementos geneticos de resistencia estan ampliamente diseminados, tanto en 
China como en Corea del Sur la han reportado en varias especies como Morganel/a 
morganu, Serraua marcescens, Proteus mirabilis entre otros Un punto de inflexion es la 
prevalencia del clon ST1 1 a diferencia del ST 258 endemico en occidente Taiwan indica 
a sus casos como importados de China (Roh et al ,2011) India reporta una alta prevalencia 
de KPC en varias de sus regiones, pero las complicaciones epidemicas por parte de NDM-
1 son mucho mas dificiles de controlar, en este pais la NDM-1 esta fuera de control 
Oceania no tiene casos autoctonos reportados, los que existen se dan por visitas a areas 
endemicas como Grecia o China En el Cuadro N° 4 se pueden observar los distintos 
aislamientos de KPC por año de apancion en el mundo 
Cuadro N° 4 Consecucion de aislamientos KPC segun Pais por año  
Año identificacion 	 Distnbucion 
1996 	 USA (North Carolina) 
KPC-2 	 1998-1999 	 USA, Israel, China, Grecia, Italia, 
Brasil, France, Colombia, Taiwan 
KPC-3 	 2000-2001 	 USA, Israel 
KPC-4 	 2003 	 Puerto Rico, Scotland 
KPC-5 
	 2006 	 Puerto Rico 
KPC-6 	 2003 	 Puerto Rico 
KPC-7 	 2007-2008 	 USA 
KPC-8 	 2008 	 Puerto Rico 
KPC-9 	 2009 	 Israel 
KPC-10 	 2009 	 Puerto Rico 
KPC-11 	 2010 	 Grecia 
KPC-12 	 2010 	 Hangzhou  
Distribución temporal de a,siam!entos KPC posítivos, segun país yafto obsrvesc que la mayor propagación se da en ci ~quemo 2005 2010 
Fuente Chen, L. Anderson, & Paterson. (2012) Ovcrview of the epidemiology and the threal of Klebszellapneumon:oe carbapenemases (KPC) 
resistance lnfectionandDnigResistance (5), 133-141 
Los organismos productores de KPC pueden colonizar y causar infecciones de manera muy 




con invasion del tracto urinario o infecciones de tejido blando, los pacientes 
inmunosupnmidos son los principalmente susceptibles Es poco probable que organismos 
con KPC causen epidemias comunitarias sin el previo contacto con los trabajadores de la 
salud Entre los factores asociados a la colonización por KPC estan la antibiotico-terapia, 
hospitalizacion mayor a 48 horas, estadia en unidades de cuidados intensivos y trasplante 
de organos Las manos del personal de salud son el principal vehiculo de diseminacion de 
KPC entre otras carbapenemasas (Luke Chen, Anderson, & Paterson, 2012) 
Debido a su dificil erradicacion, el control de estos organismos en los hospitales tiende a 
ser un problema, debido a que pueden o no conferir resistencia a los carbapenemas, 
confinendo CIM que rayan en sensible o intermedio, ademas diferentes especies pueden 
mostrar patrones de sensibilidad distintos aunque acarreen el mismo plasmido de 
resistencia KPC, por todos esta heterogeneidad al momento de definir los puntos de corte 
dificultan la deteccion del mecanismo, por lo tanto la deteccion oportuna de KPC en estos 
germenes son de importancia para contener brotes Distintas pruebas presuntivas como el 
metodo de Hodge e inhibiciones con APB brindan ayuda en la deteccion del mecanismo y 
pruebas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) son utiles en la confirmacion 
(Luke Chen et al, 2012, Walsh, 2010) 
7.2 Bases moleculares de la resistencia 
Molecularmente la KPC comparte alrededor de un 45% de similitud de aminoacidos con 
Sme-1 y casi un 90% de similitud con los nucleotidos de NmcA, IMJ-1 y Sme Se postula 
que por tales motivos comparte un ancestro comun con estas enzimas, la KPC presenta un 
punto isoelectrico de pI 6 8, se localiza en un plasmido de aproximadamente 50 kb y un 
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fragmento de este de 3 4 kb posee el gen b/aKpc.i/2, el cual es responsable de la resistencia 
a los carbapenemas, cefalosporinas de espectro extendido y aztreonam Cuando se dono 
este gen de 3 4 kb no produjo b-lactamasas funcionales, lo que indico en su momento la 
importancia de las regiones de lectura abiertas (ORF) para estabilidad del ARNm de la 
enzima El gen blaryc 1/2 contiene 879 pb, que a su vez codifica un proteina de 32,230 Da, 
la proteina posee 293 aminoacidos Seis secuencias de nucleotidos localizados en el codon 
ATG de iniciacion (AAGGAA) es el probable sitio de union nbosomal, para el RNAm de 
blarj'c ¡ la secuencia GATTAC es la reglon -10 (inicio) y GATAAT es la putativa -35 
(Yigit et al , 2001) Debido a que este es el gen indicador de resistencia por KPC, es el que 
se utilizo en este estudio, mediante PCR de punto final 
Las enzimas de tipo KPC se encuentran en elementos moviles y su diseminacion esta 
relacionada a trasposones Tn3, especificamente el Tn4401 que incluye variados plasmidos 
de gran tamaño y estructura Dentro de los secuencio-tipos ST de K pneumon:ae el que 
esta mas difuminado globalmente es el ST258, que a su vez esta acoplado con las variantes 
KPC 1/2 y  3 (Richter et al, 2012) El Tn4401 tiene 10 kb de tamaño, y esta altamente 
conservado Se han asociado a K pneumornae KPC positivas otras resistencias 
acompañantes como BLEE tipo CTX-M15, TEM-1, SHV-1 y principalmente este 
trasposon Tn4401 es el responsable de la propagacion mundial de KPC (Gaelle Cuzon et 
al, 2010) Es decir el trasposon Tn4401 acarrea genes bIaKpc ir2,3 BLEE acompañantes y 
esta fuertemente indicado como diseminador del secuencio-tipo ST258 mundialmente Se 
espera a su vez que cepas KPC ST258, Tn4401 presenten altos niveles de resistencia a 
ciprofloxacina, cefalosponnas de todas las generaciones, penicilinas y sensibilidad variada 
en amrnoglucosidos (Baraniak et al, 2009, J H Hong et al, 2013, Marchaim, Navon- 
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Venezia, Schwaber, & Carmeli, 2008, Woodford et al , 2008), mediante PCR de punto final 
y secuenciacion posterior en este estudio se busco identificar si las cepas elegidas poseian 
o no este entorno 
7.2 1 Electroforesis en geles de campo pulsante 
La electroforesis en geles de campo pulsante (PFGE) es una tecnica que basicamente 
permite la tipificacion de cepas bacterianas en comun basada en la cualidad que el ADN 
cromosomico total de una bacteria una vez restringido con enzimas, migra a diferentes 
velocidades segun el angulo de aplicacion de comente electnca, a traves del tiempo Esto 
significa que se hace una huella genetica total de la bacteria, de todo su cromosoma, y el 
angulo del pulso, tiempo e intensidad del mismo ayudan a "sacar o aflojar" de la agarosa 
matriz para generar patrones en forma de bandas caracteristicas para cada cepa o grupo de 
cepas Su utilidad radica en la capacidad de comparar cepas entre si, por lo que se espera 
que patrones iguales pudiesen indicar cepas similares y viceversa Esta tecnica no puede 
diferenciar patrones identicos entre si, por lo que aquellas cepas deben pasar a ser 
caracterizadas con metodos a nivel de secuenciacion como el MLST Debido a que es una 
electroforesis que desdobla todo el cromosoma bactenano, el tiempo de corrida es mayor 
(24-48 horas), necesita una agarosa de composicion elastica y un enfriador de tampon por 
las grandes cantidades de calor emitidas por el paso de comente El gel con el patron de 
PFGE se analiza luego con programas informaticos diseñados para tal fin, basados en 
indice de comparacion de Jaccard o Dice, en donde se pueden generar luego arboles 
geneticos para asociar o no las distintas cepas 
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Tenover et al definieron como los patrones de bandas cromosomales generados a partir de 
restricciones enzimaticas debenan interpretarse a partir de geles de PFGE, estos patrones 
son producto de ganancias de sitio de restnccion, perdidas en el Sitio de restnccion, 
inserciones de ADN en el fragmento y delecciones En base a estos criterios se siguen las 
siguientes categonas de relacion epidemiologica 
» Aislamientos indistinguibles Tanto el patron de la cepa epidemica como el de las 
cepas a comparar, poseen el mismo numero como tamaño aparente de bandas de 
restnccion 
Aislamientos muy relacionados Ocurre un cambio con respecto al patron 
epidemico por un simple evento genetico, que puede ser una insercion, deleccion o 
mutacion Se evidencian en 1-3 bandas de diferencia en PFGE 
> Aislamientos posiblemente relacionados Cambio con respecto al patron epidemico 
por dos eventos geneticos independientes, ya sean inserciones, delecciones, 
ganancias o perdidas de sitios de restnccion Las cepas comparadas pueden 
provenir de un mismo linaje genetico al epidemico, pero epidemiologicamente 
tienen poca relacion Es indicativo de largos penodos de cambios geneticos, que 
se traducen a 6 meses o en su defecto muchos pacientes afectados Se evidencian 
por 4-6 bandas de diferencia en PFGE, tales definiciones se observan en el Cuadro 
N°5 
) Aislamientos no relacionados cambios de tres o más eventos geneticos 
independientes, que se traducen en 7 o mas bandas en PFGE Son indicativos que 
menos del 50% de las bandas de ese patron estan contenidos dentro del clon 
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epidemico 
Segun los patrones de restnccion cromosomal, se consideran que aquellos 
pertenecientes a las cepas epidemicas (las mas comunes) son designados como 
patron "A", por lo tanto todos los patrones indistinguibles visualmente con este, 
entran en el grupo Los patrones altamente parecidos o relacionados con el 
epidemico A, pero que aun pueden ser distinguidos del patron A, se clasifican como 
Al, Al etc los patrones que difieren substancialmente del patron epidemico y por 
lo tanto se consideran poco relacionados, se designan como B, C o D, segun el caso 
Tales consideraciones se resumen en el Cuadro N°5 
7.2 2 Identificación fenotípica de resistencia. 
Segun las distintas inhibiciones, frente a distintas sustancias presentadas en el Cuadro N9, 
las b-lactamasas pueden ser identificadas en el laboratorio acompañadas de los distintivos 
substratos antibioticos representados con los discos de sensibilidad Este proceso de 
identificacion basado en la sinergia o alteracion en el halo de inhibicion de antibioticos es 
caractenstico de ciertas enzimas, dentro de las que se incluyen las BLEE, KPC y MBL 
Esta tecnica es cepa-dependiente debido a factores teenicos muy puntuales como inoculos 
densos, volumenes muy elevados del agar Mueller-Hinton, y deterioro de los discos de 
sensibilidad entre otros Existen tambien factores intnnsecos a la bacteria como lo son las 
perdidas de plasmidos o fagos de resistencia, lo cual pueden dar como resultado cepas 
sensibles al mecanismo de resistencia o bien afectan al perfil de resistencia esperado para 
esa enzima 
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Cuadro N° 5 Clasificacion de Tenover et al para diferenciar epidemiologicamente los patrones generados j: 
el PFGE 
Categoria 
Numero de diferencias N° de fragmentos de patron 
geneticas en comparacion diferentes en comparacion 
con el patron epidemico con el patron epidemico 
Interpretacion 
epidemiologica 
Indistinguible 	 O 	 O 
Muy relacionada 	 1 	 2-3 
Posiblemente relacionada 	 2 	 4-6 
Diferente 
Aislamiento es parte de 
epidemia 
El aislamiento es 
probablemente parte de 
epidemia 
El aislamiento es 
posiblemente parte de. 
epidemia 
El aislamiento no fotrni 
parte de la epidemia 
Fuente Tenover F C etal (1995) intcrpreting Chromosomal DNA RestncUon Pafletns Produced by Puised-F,eid Gel EieWophoresis Cnteria for Bactenal SU 
Typang Joumal of clanicel microbiology 33(9), 2233 2239 
7.2 3 Identificación de resistencias en el laboratono. 
Segun las distintas inhibiciones, frente a distintas sustancias presentadas en el Cuadro N°1, 
las b-lactamasas pueden ser identificadas en el laboratorio acompañadas de los distintivos 
substratos antibioticos representados con los discos de sensibilidad Este proceso de 
identificacion basado en la sinergia o alteracion en el halo de inhibicion de antibioticos es 
caractenstico de ciertas enzimas, dentro de las que se incluyen las BLEE, KPC y MBL 
Esta tecnica es cepa-dependiente debido a factores tecnicos muy puntuales como inoculos 
densos, volumenes muy elevados del agar Mueller-H.inton, y deterioro de los discos de 
sensibilidad entre otros Existen tambien factores intrinsecos a la bacteria como lo son las 
perdidas de plasmidos o fagos de resistencia, lo cual pueden dar como resultado cepas 
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sensibles al mecanismo de resistencia o bien afectan al perfil de resistencia esperado para 
esa enzima 
El metodo mas descrito para la deteccion de enzimas carbapenemasas es el metodo de 
Hodge, basado en el crecimiento de cepas indicadoras sensibles al antimicrobiano, debido 
al poder inhibitorio de la cepa en estudio, crece en el medio evidenciando la presencia de 
la enzima Este metodo se ve afectado por varios factores ya mencionados como lo son 
otras enzimas (AmpC, BLEE, OXA s) sumado a alteraciones de membrana (bombas de 
eflujo y deficit de ponnas) generando falsos positivos 
El uso de acidos boronicos como inhibidores reversibles de enzimas de la clase C fue 
reportado desde el año 80 s, pero el descubrimiento que un derivado el APB fuese capaz 
de inhibir tambien a enzimas de clase A (como la KPC), brindo una oportunidad para 
utilizarlo como metodo de confirmacion fenotipica para estas enzimas La formacion de 
sinergias entre el APB y carbapenemas se volvio indicativo de carbapenemasas clase KPC 
(F Pasteran et al, 2009) 
Para determinar fenotipicamente la resistencia a carbapenemas en K pneumoniae se utiliza 
difusion por disco, donde se prueban cefalosponnas, cefamicinas, monobactamas, 
carbapenemas e inhibidores selectivos como APB, que actua sobre la senna (Sitio activo) 
inhibiendo la capacidad hidrolasa frente a carbapenemas (F Pasteran et al, 2010) Es un 
metodo que no se ve afectado por BLEEo deficit estructurales como el test de Hodge, pero 
tiene la desventaja de ser un proceso que requiere experticia, tener la cepa indicadora 
metabolicamente activa y ajustar las distancias para observar las características sinergias 




Figura. N°5 Flujo de trabajo utilizado para este estudio. 
Figura N°5: Con cultivo puro de K. pneumonlae (A) se procede a hacer las pruebas de sensibilidad (13.C) tanto automatizadas 
como manuales (0), se buscan sinergias cualitativas (E) indicativas de genes de carbapenemasas que se detectan mediante PCR 
(F), se comparan cepas con similares características mediante PFGE (G,H) y aquellas idénticas se tipifican por MLST en clones 
circulantes (l,J) Fuente y fotograflas: autor. 
En bacterias como K pneumoniae posee un poder predictivo equivalente a una PCR. Ésta 
técnica posee, sin embargo la desventaja de reaccionar frente a enzimas de tipo AmpC (F. 
Pasteran et al., 2010) causando falsos positivo en cepas derreprimidas. El poder 
discriminatorio de técnicas como la electroforesis en geles de campo pulsado (PFGE) a 
pesar de no tener la definición de los MLST; pueden agrupar tipos emparentados y así 
indicar similitudes entre diferentes cepas de diferentes orígenes (Kitchel et al., 2009). 
7.2.4 Antibiótico-terapia en bacterias con múltiple resistencia a antibióticos y KPC 
El tratamiento antimicrobiano a través de los años ha sufrido grandes cambios en cuanto a 
su aplicación con respecto al tipo de paciente, bacteria, sitio de infección y mecanismos de 
resistencia. La farmacología ha tenido que adaptar mejores conceptos para explicar de 
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manera exacta, que sucede con las bacterias segun las dosis y como se distribuyen a traves 
del tiempo los antibioticos en el ser humano A su vez la CIM se ha visto acoplada a las 
ecuaciones, muchas veces complejas para definir el tratamiento indicado, a estas 
valoraciones las llamamos estimaciones de farmaco-cinetica y farmaco-dinamias o valores 
PKIPD, su uso es especialmente obligatorio al explicar el tratamiento frente a bacterias con 
multiple resistencia como la KPC (MDR) 
Las bacterias con KPC presentan una tipica resistencia a las penicilinas, amino-penicilinas, 
cefalosponnas, monobactamas, carbapenemas y sensibilidad variable a aminoglucosidos, 
polimixinas y tigeciclina Diversos estudios han demostrado que la monoterapia no es la 
mejor forma de tratar pacientes con KPC, la terapia combinada es quiza la mejor manera 
de tratar a estos pacientes mezclando regimenes que incluyan 1,2 o 3 antibioticos sensibles 
preferentemente no b-lactamico o en su defecto con CIM lo suficientemente bajas como 
para mantener aun efectos bactericidas (Akova, Daikos, Tzouvelekis, & Carmeli, 2012, 
Tumbarello et al, 2012a) Estos efectos se pueden ver en el Cuadro N°6 
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Cuadro N° 6 Respuesta frente a tratamiento en cepas KPC positivas 
Regimen de tratamiento 	 No De Pacientes (%) 	 Resultado! recuperacion (%) 
Monoterapia 
Colistina 64 (24 2) 35 (54 7) 
Tigeciclina 8 (4 7) 5 (62 5) 
Aminoglucosidos 16(6 8) 12 (75 0) 
Carbapenemas 23(9 8) 18(78 3) 
Total 111 (47 5) 70(63 1) 
Terapia combinada 
dos o mas drogas activas 
(sin incluir carbapenemas) 
dos o mas drogas activas 
(incluyendo carbapenemas) 
52 (22 2) 
30(12 8) 
38(73 1) 
28 (93 3) 
Total 82 (35 0) 66 (80 5) 
Terapia "inapropiada" 41(17 5) 23(56 1) 
Total 	 - 234 (100) 159 (67 9) 
Segun bibiiografia se señalan los resultados de las opciones de tialamaento y su efecto en cepas KPC positivas tomado de Akova, 
M Daikos, O L Tzouve!ekis, L & Carmela Y (2012) lntervent,onal stratcgles and curteni clinicai experlence wilh 
carbapenemase-producangGram-negattve bacteria. Climcal Microbioiogyand infection,, 18(5) 439-48 
Segun la literatura dentro de los candidatos ideales para hacer combinaciones, se 
recomiendan las combinaciones entre tigeciclina, colistina (polimixina), gentamicina, 
amicacina o meropenem (con CIM S 4 ug/mL) Hay estudios que indican que agregar 
meropenem o doripenem Junto a un no b-Iactamico puede aumentar la supervivencia del 
paciente hasta un 93%, a su vez indican que la tasa serica de absorcion de polimixina no la 
hace necesariamente una opcion primaria frente a cepas KPC (Akova et al, 2012, G L 
Daikos & Markogiannakis, 2011) Conocer el espectro de inhibicion frente a un no 
lactamico puede ayudar a definir terapias combinadas eficientes frente a cepas KPC 
positivas con una alta tasa de supervivencia 
La tigeciclina es una glicilglicina semi sintetica derivada de la minociclina, que se utiliza 
contra Gram negativos con resistencia a la tetraciclina, que poseen mecanismos de eflujo 
o proteccion nbosomal Aquellos organismos que son resistentes a otras clases de 
antibioticos, no exhiben resistencia cruzada a la tigeciclina, lo que sustenta el potencial 
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terapeutico de esta droga frente a cepas productoras de carbapenemasas La tigeciclina no 
ha sido aprobada para el tratamiento de septicemias, y se necesita mas expenencia clinica 
con este compuesto para tratar infecciones severas por K pneumoniae y otros germenes 
MDR (Castanheira, Sader, Deshpande, Fntsche, & Jones, 2008) 
El manejo de las infecciones por KPC debe ser integral y la prevención de la infeccion se 
basa en medidas de higienizacion elementales como el lavado de manos, el cambio de 
vestuario del personal medico, uso de guantes y uso de agentes de desinfeccion por el 
tiempo adecuado Tambien implica el aislamiento del paciente positivo a otras zonas para 
evitar el contagio a otros inmunosupnmidos o con lesiones importantes, el estado de 
portador no necesariamente implica una futura infeccion, pero si es una fuente de contagio 
dentro de una sala 
7241 Análisis de sinergismos por "cuadrados de ajedrez" 
El analisis de sensibilidad por 'cuadrado de ajedrez' es un metodo en dos dimensiones, en 
el que se prueban dos agentes antimicrobianos por dilucion en caldo, y su combinacion o 
cruce frente a distintos microorganismos Las interacciones in vitro son calculadas 
algebraicamente y son interpretadas como sinergicas, indiferentes o antagonicas 
dependiendo si el efecto inhibitorio observado en la combinacion aumenta, no hace efecto 
o disminuye los inoculos bactenanos estandares No es un metodo de rutina, y su aplicacion 
se destina para probar nuevos antimicrobianos o en desarrollo de combinaciones para 
tratamiento en cepas multi-resistentes con falla de tratamiento Estos metodos pese a que 
no estan estandanzados por completo, brindan una onentacion sobre los comportamientos 
bactenanos frente a dos drogas (ASM, 2009) 
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7 2 4.2 Programas de análisis de datos de resistencia 
Los programas de analisis de resistencia no son muy comunes y la mayona no poseen las 
caractensticas para la adecuada comparacion de antibioticos entre si Debido a esto se 
escogio un programa gratuito, capaz de interpretar distintas datos de distintas plataformas 
de sensibilidad (Vitek, Kirby-Bauer entre otros) y amigable en la configuracion En este 
trabajo todos los analisis de fenotipos o patrones de sensibilidad se hicieron programa 
WHONET 54 © 
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CAPITULO III 
MATERIALES Y MIETODOS 
Aspectos metodológicos 
1. Tipo de Estudio 
Descriptivo transversal y Retrospectivo 
1 	 Hipótesis de trabajo 
Nuestra hipotesis alternativa considera que en Panama circula el clon epidemico ST258, 
posee un perfil de sensibilidad a agentes antimicrobianos no b-lactamicos (sensibles a 
tigeciclina, gentamicina, colistina junto a sensibilidad sinergica combinada) y comparten 
caractensticas geneticas distintas a los otros clones presentes en la region, la hipotesis de 
nulidad señala que el clon circulante es distinto al ST258, es sumamente resistente a los 
agentes no b-lactamicos y que su microbiologia es similar a los demas clones descubiertos 
en la region de las Amencas 
3 Universo y Tamaño de la muestra 
La investigacion se baso en el estudio de las caracteristicas microbiologicas de K 
pneumoniae portadoras de resistencia a carbapenemas aisladas durante el año 2011 en 
Panama referidas al LCRSP del ICGES Por implicaciones bioeticas los datos 
demograficos y personales de los pacientes no formaron parte de las variables analizadas 
en este estudio Aquellos aislamientos sospechosos de poseer la enzima KPC-2 por 
metodos microbiológicos fueron seleccionados al azar a partir de la base de datos (random) 
El universo estuvo constituido por 150 cepas con resistencia a carbapenemas, utilizando 
para ello el comando StatCalc del programa Epilnfo 70 que se alimento de una N=150, 
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95% de confianza (a=0 05) y  una expectativa de produccion de carbapenemasas de 95% 
Se indico que se debian procesar 64 cepas para considerarse significativo con un defecto 
M estudio en 1 3 
4 Critenos inclusión y exclusión 
Critenos de Inclusion cepas de K pneumon:ae recibidas durante el año 2011, que posean 
resistencia a penicilinas, cefalosponnas de Ira, 2da y  3ra generacion, cefamicinas, 
monobactamas y/o disminucion del halo a carbapenemas o CIM 
Critenos de exciusion otras bacterias distintas de K pneumornae o cepas recibidas antes 
del 2011, que no posean resistencia a penicilinas, cefalosponnas de Ira hasta 3ra 
generacion, monobactamas ni disminucion de sensibilidad hacia carbapenemas 
S. Procesamiento de las cepas 
A las 64 cepas seleccionadas se les realizo el antibiograma completo a agentes b-
lactamicos, aminoglucosidos, quinolonas y monobactamas por metodologia de Kirby-
Bauer (segun las normativas de CLSI documento Ml 00-S22), E-test (segun normativas de 
la casa comercial Biomerieux), inhibicion selectiva con agentes represores de enzimas 
KPC (metodo microbiologico) y sensibilidad por metodos automatizados hechas en el 
equipo Vitek 2 Compact Biomcrieux Francia utilizando la tarjeta AST N082 Posteriormente a 
todas las cepas se les practico una PCR de punto final por el gen blaiu'c..2 y luego se 
determino cuales poseian patrones de resistencia similares De estas solo a 3 cepas 
representativas se les hizo electroforesis de gel de campo pulsado PFGE en Argentina 
(sistema acoplado BioRad© CHEF ifi) por limitaciones de presupuesto Paralelamente se 
realizaron estudios de sinergias cualitativas por metodos basados en tntación (cuadrado de 
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ajedrez) y se determino cuales agentes segun informacion reciente eran activos en 
combinacion frente a las mismas 
Matenales e insumos 
a. Matenales 
Listado de reactivos microbiológicos: 
Agar MacConkey 
) Agar tnpticasa de soja 
> Agar Mueller-Hinton II 
> Asas de aluminio 
> Solucion salina 0 85% esteril 
> Pinzas estenles insumo 
Tarjetas de identificacion GN 
Listado de insumos 
> Pipetas de transferencia estenles 
) Hisopos de algodon estenl 
Guantes de latex con polvo 
> Guantes de latex sin polvo 
) Papel toalla 
> Tubos de vidrio estenles 
Batas desechables 
> Mascarillas N-95 3M C 
» Puntas libre de nucleasas con filtro de 0-10 uL eppendorf© 
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> Puntas libre de nucleasas con filtro de 10-100 uL eppendorf© 
» Puntas libre de nucleasas con filtro de 100-1000 uL eppendorf © 
Tubos de reaccion PCR libre de nucleasas de 20 uL eppendorf© 
) Tubos de reaccion PCR libre de nucleasas de 2 mL eppendorf© 
> Cristaleria diversa (matraces, volumetncos) 
Listado de antimicrobianos utilizados: 
» Tarjetas de sensibilidad AST-N087 
» Viales 50 discos de gentamlcina 10 ug oxoid © 
> Viales 50 discos de amikacina 30 ug oxoid © 
> Viales 50 discos de imipenem 10 ug oxoid © 
) Viales 50 discos de meropenem 10 ug oxoid © 
Viales 50 discos ceftazidima 30 ug oxoid © 
> Viales 50 discos cefotaxima 30 ug oxoid © 
> Viales 50 discos cefoxitin 30 ug oxoid © 
» Viales 
> 50 discos acido aminofenil boronico 300 ug Britania© 
> Viales 50 discos aztreonam 30 ug oxoid © 
) Viales 50 discos colistina 10 ug Bntania© 
» Tiras E-test© Tigeciclina 
Listado de Equipos: 
Lampara de mesa 
> Camara digital canon© T3 rebel 
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Incinerador 
> Vortex eppendorf © 
> Turbidimetro Biomeneaux © 
Dispensador de solucion salina Biomerieaux © 
» Equipo automatizado Vitek 2 Compact Biomerieaux © 
> Incubadora 35°C 
> Medidor de halo de disco (vernier) calibrado 
) Termociclador 96 pocillos Applied Biosystem © 
> Camara de electroforesis de gel submarino compact M biometra © 
Fuente de poder whatman biometra © PS 304 II minipac 
> Micropipetas de 0-10 uL eppendorf © 
) Micropipetas de 10-100 uL eppendorf© 
» Micropipetas de 100-1000 uL eppendorf© 
Transiluminador UV biometra © 
Camara de flujo lateral EBSCO ® 
Cabina de bioseguridad tipo I1-B EBSCO ® 
> Bloque termico eppendorf© 
) Sistema acoplado PFGE tipo CHEF ifi (cubeta de celda electroforetica, fuente de 
poder CHEF-DR© ifi system, bomba de recirculacion Bio-Rad©, enfriador 
Cooling module Bio-Rad© fotodocumentador Gel-Doc© XR+, ordenador y 
software de manejo de imagenes) 
» Secuenciador AB! 3100 (Applied Biosystem ©) 
> Microondas Samsung 0 
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Listado Insumos Biologia Molecular 
> Oligonucleotidos Forward y Reverse de gene KPC-2 
> Oligonucleotidos Forward y Reverse de gene CTX-M 
> Oligonucleotidos reconocidos por MLST 
» PCR master mix Quiagen © 
» Agua libre de nucleasas ultrapura Quiagen © 
» Agarosa grado electroforesis Quiagen © 
» Buffer TBE 1 X Biorad © 
> Agarosa Seakem gold © megabase para PFGE 
» Plugin para PFGE de 10 uL 
> Tubos de lavado de plugin PFGE 
> Enzimas XbaI 1 
» Sistema secuenciacion Big-Dye © sanger 
> Buffer enzimatico TAE IX 
> Bromuro de etidio 
Programas informáticos 
» MEGA5 
> WHONET 56 
» CIustaIW 





a Identificación bactenana 
Las cepas utilizadas para este estudio procedian del banco de cepas nacional, que reposaban 
en el LCRSP-ICGES, en un sistema de criopreservacion a -70°C de tnpticasa soja caldo + 
glicerol al 20% Para utilizarlas fueron reactivadas mediante un proceso que consistio en 
inocular fragmentos congelados del caldo en agar McConkey (McC) e incubarlo a 35°C 
por 24 horas Luego aquellas cepas con morfologia colonial similar y tincion de Gram 
fueron resembradas a un medio no selectivo como el agar tnpticasa-soya (TSA) o agar 
cerebro cora.zon (BHI), e incubadas 24 horas a 35°C mas Este proceso se ejecuto porque 
dentro de las primeras 48 horas a las cepas mantenian constante su fase exponencial de 
crecimiento, y eran propicias para realizarles identificacion bioquimica por metodologia 
automatizada (Vitek 2 compact), basada en micropocillos de crecimiento con sustratos que 
se desdoblan segun cada enzima bacteriana, se utilizaron las tarjeta de identificacion GN 
Se aseguraron todas las recomendaciones del fabricante para la manipulacion correcta de 
los especimenes y de las tarjetas de identificacion Todas las cepas debian cumplir con un 
porcentaje de identificacion para K pneumoniae igual a 95% de exactitud segun los 
bionumeros generados en el sistema, para ser consideradas para la siguiente fase de 
sensibilidad Los resultados discordantes se confirmaron con pruebas bioquimicas 
manuales, frotis por Grarn, indol de kovac, oxidasa, triple azucar hierro (TSI), citrato de 
Simmon s, medio de sulfuro-indol-motilidad (SIM) y medio de urea para verificar la 
especie Un 20% de las cepas identificadas fueron igualmente tipificadas por pruebas 
bioquimicas manuales, como mecanismo de garantia de control de calidad en la 
identificacion automatizada 
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b. Determinación de la sensibilidad a los antimicrobianos por sistema Vitek 2 
Compact 
Para este estudio a las cepas de K pneumonaie se les realizo sensibilidad mediante Kirby- 
Bauer y CIM por metodos automatizados y los perfiles de sensibilidad fueron deducidos 
mediante el Automatic Expert System del equipo Vitek 2 (AES) el cual fue exclusivamente 
configurado para generar alarmas al presentarse patrones indicativos de KPC como 
resistencia a cefalosponnas, monobactamas, quinolonas y cefamicinas Los principales 
indicador utilizados fueron CIM s de imipenem? 2 ug/mL y meropenem k 1 ug/mL, como 
se habia observado en otros estudios (F Pasteran et al, 2009) Por limitaciones de 
presupuesto solo se procesaron 13 cepas por metodo epsilometnco (E-test) a tigeciclina 
(las tarjetas utilizadas incluyen el antimicrobiano en su panel) En la sensibilidad 
automatizada se uso la tarjeta AST-N087, la cual poseia ademas de cefalosporinas, 
carbapenemas, quinolonas, tigeciclina y colistina adecuadas para nuestro estudio Se 
respetaron todas las recomendaciones del fabricante as¡ también los tiempos de incubacion 
y lectura Para el analisis de antimicrobianos se prescindieron de los perfiles generados por 
AES, en su defecto se prefino crear una configuracion personalizada por el autor en el 
programa Whonet 5 6 para tales efectos Este software poseia la ventaja de correlacionar 
CIM s de multiples drogas, en diferentes aislamientos, capacidad de analizar archivos txt 
creados por el equipo, comparar datos epidemiologicos con valores de CIM 
microbiologico, calcular graficas basadas en los puntos de corte de la norma CLSI M100-
S22 y generar perfiles de resistencia (antibiotipos) personalizados esenciales para 
discriminar las cepas ideales a tipificar postenormente por PFGE 
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c. Difusión por Kirby-Bauer 
Se utilizaron los lineamientos establecidos en los manuales M02 y M08 de la Clinical 
Laboratory Standar Institute (CLSI) (CLSI, 2013), metodologia por difijsion de disco 
Kirby-Bauer 
Las sensibilidades utilizaron al menos un representante de cada grupo de antibióticos b-
lactamicos, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenemas, quinolonas y aminoglucosidos Se 
utilizo agar Mueller-Hinton II (cationes ajustados) de 4mm de grosor, elaborado segun las 
indicaciones del fabricante 
Como indicaba la norma se tomaron 2 o mas colonias similares del agar nutritivo y se 
colocaron en un tubo con 5 mL de solucion salina normal 0 85%, se agito por vortex hasta 
alcanzar una turbidez de 0 5 McFarland (1 8 x 10 8  UFC/mL) metodo conocido como 
suspension directa de colonias Una vez obtenida la suspension se inoculo el plato con un 
hisopo de algodon esteril en tres direcciones a 600 
 de separacion, para posteriormente ser 
incubado 18-22 horas a 35°C en aerobiosis 
Los halos fueron leidos utilizando los criterios de la tabla CLSI M100-S21(CLSI, 2011), 
tanto la colistina como la tigeciclina utilizaron el criterio de interpretacion de la FDA y no 
de CLSI, el halo de colistina fue comparado con los valores de CIM arrojados por el Vitek 
2 Compact debido a los interferentes relacionados a la difusion por disco Un punto 
novedoso en este trabajo fue el hecho de ejecutar un procedimiento llamado sinergia, que 
basicamente consiste en colocar estrategicamente discos de sensibilidad en una disposicion 
para revelar la presencia de mecanismos enzimaticos o estructurales en las cepas, a su vez 
se pueden usar discos con sustancias inhibidoras para acrecentar la sinergia entre los 
antibioticos Se determino la presencia de sennas tipo KPC basandose en los protocolos 
60 
previos (F. Pasteran et al., 2010) al utilizarse el inhibidor ácido 3,4 aminofenílborónico 
(APB), en busca del efecto "lagrima o huevo" entre éste y los carbapenemas, de igual 
manera se buscó la presencias de colonias "satélites o intrahalo", dentro del imipenem y 
meropenem, indicativo de sensibilidad disminuida a los mismos. Los patrones de 
colocación pueden verse en la Figura N° 6. 
La sinergia (lágrima o huevo) producto de la interacción entre el inhibidor APB y el 
carbapenemas, sumada a la resistencia a cefalosporinas, cefamicinas y aztreonam, 
señalaban la presencia de una seria carbapenemasa de la clase A, 2f tipo KPC. Una vez 
obtenido este resultado se procesó la cepa por PCR de punto final de bIaKPC-2. 




A. Colocación de ácido ten¡] borónico entre carbapenemes imipenem y meropenem, se aprecia la formación del efecto "huevo". 
indicando presencia de carbapenemasa. 8 antibióticos no b-lactámicos escojidos para este estudio CN: gentamicina. AK: 
amicacina, COL: çolistina.CIP: ciprofloxacina. LEV: levolloxacina. 
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C 1 Discos de antimicrobianos Los discos deben ser certificados por 
garantia de calidad de proveedores calificados, con informacion tecnica y 
datos de fiabilidad se deben acompañar un certificado de analisis con 
informacion sobre la carga, el numero de lote y el hecho de que cumplen los 
requerimientos de los parametros establecidos frente a los microorganismos 
de control de calidad recomendados 
C. 2 Conservación de los discos de antimicrobianos Los cartuchos que 
contienen discos de papel comerciales preparados especificamente para las 
pruebas de sensibilidad estan generalmente envasados para asegurar las 
condiciones anhidras apropiadas Los discos deben conservarse de la 
siguiente manera 
Refrigerar los cartuchos a una temperatura S 8° C o congelarlos a 5 
-14° C hasta el momento de usarlos No deben conservarse en 
congeladores con descongelacion automatica Los envases sellados 
de discos que contengan antibioticos b-lactamicos deben 
conservarse congelados, excepto una pequeña provision de trabajo 
diario refrigerado hasta un maximo de una semana Algunos 
agentes como el imipenem, cefaclor, y las combinaciones de acido 
clavulanico pueden tener mayor estabilidad si se conservan 
congeladas hasta el dia de su uso 
» 
	
	 Sacar del refrigerador o congelador los envases con los discos una o dos horas 
antes usarlos, para que se atemperen ambientalmente antes de abrirlos Esto 
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reduce al minimo la condensacion que se produce cuando los discos frios 
entran en contacto con el aire caliente 
' Una vez abierto el envase sellado, los discos deben almacenarse en un 
contenedor con desecante (silica gel) sellado Hay que evitar el exceso de 
humedad reemplazando el desecante cada semana 
) 
	
	 Los discos deben usarse antes de la fecha de caducidad establecida en la 
etiqueta por el fabricante Desechar los discos que hayan caducado 
C. 3 Preparación del inóculo y ejecución de las pruebas de difusión por disco 
C.3. 1 Turbidez estandar para la preparacion del inoculo Para estandarizar la 
densidad del inoculo del antibiograma, debe usarse un patron de turbidez de 
BaSO4 equivalente al 0,5 de la escala de McFarland o su equivalente optico 
(por ejemplo, una suspension de particulas de latex) Preparar un estandar 0,5 
de McFarland de BaCh 1 175% en H2SO4 al 1% 
C.3. 2 Método de suspensión directa de colonias es el mas adecuado para la 
preparacion del inoculo Este metodo puede usarse para la mayona de los 
microorganismos 
» Preparar el inoculo haciendo suspension en salina directa (0 85% NaCI) 
de las colonias aisladas seleccionadas de una plato Petn de agar despues 
de 18 a 24 horas de incubacion (se utiliza un medio no selectivo, como 
el agar tnpticasa soya) 
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> Ajustar la turbidez de la suspension hasta que sea equivalente al estandar 
0,5 de la escala de McFarland Se obtiene asi una suspension que 
contiene aproximadamente de 1 a 2 x 10 unidades formadores de 
colonias (UFC)/ml para Escher,ch,a col, ATCC® 25922 Para realizar 
este paso con exactitud, se utilizar un espectrofotometro, que a 600nm 
de k con 1 cm de paso de luz, arroje una lectura de O 08-0 10 de D O 
C.4 Procedimiento para la realizar la prueba de difusión con discos 
C 4. 1 Inoculacion de las platos Petn, Lo ideal es que dentro de los 15 
minutos despues de haber ajustado la turbidez de la suspension del inoculo, 
se sumerja un hisopo de algodon estenl en la suspension Se debe rotar el 
hisopo varias veces y presionar firmemente por las paredes internas del tubo 
por encima del nivel del liquido Este procedimiento elimina el exceso de 
liquido del hisopo 
C 4.11 Inocular la superficie seca de una placa de agar Mueller-Hinton 
estnando con el hisopo toda la superficie agar Repetir este procedimiento 
estnando dos veces mas el hisopo, rotando la placa aproximadamente 60° 
cada vez para asegurar una distnbucion homogenea del inoculo 
C 4.1.2 La tapa puede dejarse entreabierta durante tres a cinco minutos, pero 
no mas de 15 minutos, para permitir que el exceso de humedad de la 
superficie se absorba antes de aplicar los discos impregnados con el 
antibiotico 
NOTA Evitar densidades extremas de los inoculos 
C 4 2 Dispensacion de los discos en los platos Petri de agar inoculados 
depositar la cantidad de discos predeterminados de antimicrobianos sobre 
la superficie inoculada del agar Cada disco debe presionarse para asegurar 
un contacto completo con la superficie del agar Los discos colocados 
individualmente deben distnbuirse de manera equidistante uno del otro con 
una separacion que no debe ser menor de 24 mm de centro a centro 
Normalmente, no deben colocarse mas de 12 discos en una placa de 150 
mm ni mas de cinco en una placa de 100 mm Sin embargo, con el fin de 
evitar la superposicion de halos, siempre es mejor colocar los discos que se 
espera que den halos pequeños (p ej gentamicina y vancomicina) al lado de 
los que dan halos mas grandes (como los de cefalosponnas) Tambien es 
importante prestar atencion a la proximidad de los discos al borde de los 
platos Petri, independientemente del numero de discos colocados Si los 
discos estan muy cerca del borde de los platos Petri, algunos 
antimicrobianos podnan dar halos que no sean totalmente circulares 
Debido a que algunos farmacos difunden casi instantaneamente, el disco no 
debe cambiarse de lugar despues de haber entrado en contacto con la 
superficie del agar Solo en el caso particular, cuando se buscan sinergias 
cualitativas con inhibidores especificos, la distancia entre los discos puede 
ser manipulada por el operador para detectar mecanismos de resistencia 
C.4.2 1 Invertir los platos Petri y colocarlas en una incubadora a 35 ± 2 °C 
antes que transcurran 15 minutos de haberse colocado los discos Los platos 
Petri no deben incubarse en una atmosfera rica en CO2, (a menos que se 
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trate de bacterias capnofllas) ya que los normas de interpretacton fue 
estandarizada en atmosfera normal y el CO2 altera significativamente el 
tamaño de los halos de inhibicion de algunos agentes, al acidificar el medio 
C.4.2.2 Lectura de los platos Petn e interpretacion de los resultados, los 
platos Petn se examinan despues de 16 a 18 horas de incubacion Si los 
platos se estnaron como corresponde y el inoculo estaba bien preparado, el 
plato tendrá un fondo confluente de crecimiento y los halos de inhibicion 
formados seran uniformemente circulares Si se observan colonias aisladas, 
significa que el inoculo estaba diluido y la prueba se debe repetir Medir el 
diametro de los halos con inhibicion completa, incluido el diametro del 
disco (6 mm regularmente), usando un vernier, calibrador o pie de rey que 
se coloca en la parte posterior de la placa de Petn invertida El borde del 
halo de inhibicion es el area en la que, a simple vista, no se observa un 
crecimiento claro y visible Debe ignorarse el crecimiento leve de pequeñas 
colomas en el borde de los halos de inhibicion que solo pueden detectarse 
con lente de aumento 
Nota sin embargo, cuando crecen colonias diferenciadas dentro del halo de inhibicion, la 
prueba debe repetirse a partir del cultivo o subcultivo puro de una colonia individual del 
plato Petri primario Si continuan creciendo colonias diferenciadas dentro del halo de 
inhibicion, habra que medir el halo interno donde no haya colonias Con los discos de 
trimetoprima y las sulfonamidas, los antagonistas presentes en el medio pueden permitir 
un crecimiento leve, por consiguiente, se debe descartar este crecimiento (20% o menos de 
la capa de crecimiento) y medir el borde mas obvio para determinar el diametro del halo 
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C.4 2 3 Interpretar los tamaños de los halos de inhibicion refiriendose a las Tablas 2A 
del documento M100, e informar los microorganismos como sensibles, intermedios o 
resistentes (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012) 
d. Test Epsilométnco 
Para valores de Cilvi de tigeciclina se utilizo E-test 	 Esta prueba se comparo tambien 
en los casos confirmatorios de sensibilidad disminuida arrojada por los sistemas Vitek 2 
compact Para la realizacion del mismo se utilizaron las recomendaciones del fabricante, 
se utilizo al igual que la metodologia por Kirby-Bauer Mueller-Hinton Agar II, un inoculo 
exacto al 0 5 McFarland de las cepas, luego de incubarlas a 35°C por 19-24 Horas Se leyo 
el punto de mterseccion del crecimiento con la tira titulada (Elipse), y se anoto el valor de 
CIM aproximado 
e. Sinergias cualitativas 
Para este estudio se aplicó un metodo simplificado, derivado del metodo de referencia del 
"tablero de ajedrez" (Orhan, Bayram, Zer, & Balci, 2005) que se realiza por difusion de 
discos, en la que se colocan minimo 7 discos en angulo recto de cada antibiotico diferente, 
con respecto a la cepa problema, el punto de equilibrio entre las sustancias se detecta la 
formacion cualitativa de "sinergias o muescas" indicativas segun su forma de antagonismo, 
srnergismo o indiferencia entre sustancias como lo demuestra la Figura N° 7 
Este tipo de procedimiento es subjetivo y solo orienta en cuanto a que tipo de 
















Figura N° 7: Concepto de tritación o equilibrio de antimicrobianos aplicándose a la 
difusión por disco. 
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Según el concepto de "cuadrado de ajedrez", distintas concentraciones de antimicrobianos, combinados entre si generan 
comportamientos como sinergismo (A), antagonismo (B) e indiferencia (C). Los mismos patrones pueden ser observados en difusión 
en agar como se plantea en (D). 
Fuente: Manual of Clinical Mici-obiology. ASM presa, 200L 
Debido a que el método de referencia explicado en la Figura N° 8, implicaba hacer 
combinaciones con concentraciones decrecientes de antimicrobianos mezclados entre sí, 
no se pudo llevar a cabo por lo laborioso del método y falta de antibióticos químicamente 
puros necesarios. Esto era costoso e implicaba una demora significativa para los propósitos 
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principales de este estudio Se calcula un cociente llamado CIF (concentracion inhibitona 
fraccionada) la cual señala si la terapia combinada es capaz de causar la inhibicion de 
crecimiento o muerte bactenana Es un calculo que se representa por la siguiente formula, 
CIF= (A+B/A)+(B+AIB), que sugiere el efecto que tiene la mezcla entre cada antibiotico 
versus su efecto en solitario Valores de CIF 50 5 indican sinergia, 0 5-2 indiferencia y ~:2 
antagonismo 
Figura N°8 Metodo de tritacion o cuadrado de ajedrez para determinar antagonismos, 
indiferencias o sinergias entre dos antibioticos para bacterias MDR 
A 
Pocillo vacio 
Piperacillus AmiIacin !FIC 
F1C 	 A 
+ FICi 	 B) Interpretación 
coiten 
(hg/mi) FIC 	 drug A 
Coiten 
(Jini) F1C 	 dnig B 
AlO 128 MIC 	 A O MIC. A MIC 	 A MiC A 
B12 512 4 1 003 403 ANT 
C12 512 4 2 006 406 ANT 
DIO 128 1 4 0 125 1125 INI) 
ElO 128 1 8 025 125 INI) 
F9 64 03 16 03 1 LID 
F8 32 025 16 03 075 io 
Fi 16 0125 16 05 0625 IND 
06 8 006 12 I 106 INI) 
05 4 003 32 1 103 II'D 
04 2 0015 32 1 1015 IND 
01 1 0008 12 1 1008 IIND 
G2 05 0004 32 1 1004 
_J INI) 
DI 
Ejemplo de resultados de "cuadrado de ajedrez (A) y como el indice de CIF puede aproximar resultados de antagonismo 
indiferencia o sinergismo 
1 uenlc Manual of Climcal Microbiology ASM press 2001 
f Extracción de ADN 
Para la extraccion se recumo al metodo de "boil prep" (calentamiento) para cepas con 
genes de resistencia tipo metalo y senno carbapenemasas Se seleccionaron varias 
colonias de un plato de agar tnpticasa soya con 24 horas de incubacion, con la ayuda de 
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un asa, hasta lograr un volumen de 10 uL, las cuales fueron resuspendidas en 50 ul de 
agua ultrapura libre de RNAsas, en un tubo de eppendorf de 2 mL Luego se siguieronlos 
siguientes pasos 
» Se añadio 50 uL de NaOH 0,1 N a cada muestra y mezclo invirtiendo 
> Se calento el tubo a 97 ° C durante 10 minutos 
) 	 Se enfrio de 3-5 minutos sobre hielo, luego se añadieron 36 uL de 0,5 M Tns- 
HCI, pH 8,0 
» 	 Postenormente se agrego 800 uL de agua grado PCR a cada tubo 
» 	 Se mezclo por inversion el tubo rapidamente 20 veces 
Se centrifugo a 5000 rcf durante 1 mm 
> El lisado fue Transfendo (aproximadamente 600 uL) a un tubo nuevo de 2mL, 
debidamente etiquetado 
El usado fue conservado a -20°C hasta su uso 
g. Reacción en cadena de la polimerasa 
Se utilizo el protocolo estandarizado para los oligonucleotidos iniciadores (cebadores) y 
las condiciones de ciclado (F G Pasteran et al , 2008) 
Amplificacion 
Cebadores 
KPC-F 	 5- AAC AAG GAA TAT CGT TGA TG -3 
KPC-R 	 5 - AGA TGA TTT TCA GAG CCT TA -3 
Condiciones de reaccion (concentracion final) para 25uL 
13 uL de PCR master mix (Quiagen ©) (que incluyen taqPolimerasa, dNTP,MgCl2) 
10 uL de agua ultrapura 
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1 uL de mezcla de cebadores (25 pino¡ c/u) 
1 uL DNA 
Condiciones del termociclador 
Condiciones de ciclado 
1 ciclo de = 94°C por 5 mm, 
30-35 ciclos de = 94°C por 30seg 1 50°C por 30seg 1 72°C por 60seg 
1 ciclo de extension final de = 72°C por 10 mm 
Condiciones de cornda electroforética: 
Gel de agarosa al 1% (0,5 g en 50 mL de tampon TBE), teñido con 0,50 uL de Bromuro 
de etidio 
Tampon de electroforesis de gel de agarosa submanna, TBE al 0,5X 
Marcador de peso molecular de 100 pb 
Duracion de la amplificacion 2 45 minutos 
Electroforesis 45 minutos a 100V, 50 mA 
Tamaño del amplificado esperado 916 pb 
La visualizacion de la banda amplificada de 916 pb, fue primero visualizada en un 
transiluminador UV Biometra ©, y luego registada en un fotodocumentador UVP © 
Procedimiento de electroforesis en geles de campos pulsantes (PFGE) 
(basada en el protocolo de la red internacional pulsenet para E coli 0157 H7), en base a 
la metodologia CHEF III mapper (CDC, 2009) 
A partir de un cultivo puro de K pneumoniae aislado en agar tnpticasa soya con 
crecimiento confluente de 14-18 horas de incubacion a 35C, se tomo una colonia para el 
procedimiento detallado a contmnuacion 
u 
) Se encendio un bloque termico con agitacion a 54-55 ° C, baños humedos 55-60°C 
y un espectrofotometro (o instrumento equivalente) 
» Se preparo tampon TE (10 mM Tris 1 mM EDTA, pH 8,0) de la siguiente 
manera, 10 mi de 1 M Tris, pH 8,0 + 2 ml de 0,5 M EDTA, pH 8,0, diluido hasta 
1000 ml con agua ultrapura 
> Se preparo la agarosa 1% SeaKem Goid (SKG) en tampon TE para los plug s de 
PFGE de la siguiente manera 
• Se peso 0,50 g (o 0,25 g) de agarosa SKG en un matraz de 250 ml 
• Se aiadio 50,0 ml (o 25,0 mi) de tampon TE, agitando suavemente para 
dispersar agarosa 
• La tapa fue aflojada y cubierta con parafllm, se coloco en el microondas 
por 30-60 segundos, mezclando suavemente y se repetio la operacion cada 
10 segundos hasta que la agarosa estuviese completamente mezclada 
• Se atempero la agarosa en baños de 55-60° C durante 15 minutos 
• Se etiquetaron pequeños tubos (12 mm x 75 mm) con los numeros de 
cultivos de las bacterias a probar 
Nota El tampon TE se utiliza para preparar la agarosa y lavar los plugs lisados de PFGE 
Procedimiento de inclusión en los plugs 
Se transfino alrededor de 2 ml del tampon de celulas en suspension (TCS) a pequeños 
tubos etiquetados previamente Se uso un palillo de algodon o fibra de poliester 
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ligeramente humedecido con agua estenl de la CSB, para tomar una parte del 
crecimiento bactenano del plato petri, las celulas fueron homogenizadas en el TCS 
girando el hisopo suavemente La concentracion de celulas en suspension fue ajustada 
mediante dilucion con agua esteni o añadiendo mas bactenas del plato de agar segun se 
necesitara Se utilizaron los siguientes valores para considerar ajustadas las 
concentraciones bactenanas, mediante un espectofotometro a 610 nm, a 1 cm de paso de 
luz, aquellos valores de DO de 0 8 a 10 eran considerados aceptables para realizar la 
prueba 
Inclusión bactenana en los Plug's 
Los plug s de PFGE fueron marcados con el numero de la cepa a probar Cuando se 
utilizaban, se les coloco cinta adhesiva en la parte infenor para evitar derrame de liquido 
» Se tomaron 400 uL (0,4 mi) de suspensiones bactenanas a un tubos de 
microcentnfuga eppendorf© de 1,5 ml 
» Se añadio 20 uL de proteinasa K (20 mg / mi) a cada tubo mezclando suavemente 
con la pipeta 
> Luego se agregaron 400 uL (0,4 mi) de agarosa SKG derretida al 1%, a la 
suspension bactenana de 0,4 ml se mezclo por pipeteo, suavemente de arriba a 
abajo varias veces La agarosa se mantuvo derretida para su uso en agua a 55-
60°C a baño mana 
» Se dispenso la mezcla en el correspondiente molde de plug s Sin formar 
burbujas Los plug s se solidificaron a temperatura ambiente durante 10-15 mm 
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Lisas bactenana en agarosa 
» Se etiquetaron tubos de polipropileno de 50 ml con tapa de rosca con los numeros 
de las cepas 
» Se preparo el tampon de lisis bactenana (50 mM Tris 50 mM EDTA, pH 8,0 + 
1% SARCOSYL) de la siguiente manera, 25 ml de 1 M Tris, pH 8,0±50 ml de 0,5 
M EDTA., pH 8,0+50 ml de SARCOSYL al 10% (N-Lauroil-sarcosina sal 
sodica) Se diluyo hasta 500 ml con agua ultrapura 
> Se calculo el volumen total de tampon de lisis bactenana-proteinasa K segun la 
siguiente proporcion SmL de tampon de lisis bactenana por tubo (5 mL x 10 
tubos= 50 mL), 25 uL de solucion stock de proteinasa K, por tubo de tampon de 
lisis bactenana (25 uL x 10 tubos=250 uL) 
» Se sacaron los moldes de los plug s con una espatula de 6 mm con mucho 
cuidado 
> Se retiro la cinta adhesiva de molde 
» Se colocaron los tubos con los plug s a incubacion a 54-55 ° C 
> para lavar los plug s se utilizo un doble lavado con agua ultrapura esteni a 54-
55°C 
Lavado de los plug's 
> Se sacaron los tubos del baño humedo, luego se descarto el tampon de lisis en un 
recipiente adecuado, ayudados con una espatula 
» Se agregaron 10-15 mL de agua ultrapura a los tubos, precalentada a 54-55°C con 
agitacion por 10-15 minutos 
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El lavado se repitio dos veces 
> Se coloco el plug en 10 mL de tampon TE, en agitacion a 54-55°C por 15 
minutos, por ultimo se decanto el liquido del lavado 
Cortes con enzimas de restncción. 
1 En un tubo de microcentnfuga de 1,5 mL se etiqueto el N° de cepa 
2 Se preparo una mezcla de enzimas de restnccion (segun Cuadro N° 7) Mediante 
dilucion 1 10 del tampon de restnccion, con agua esteril y añadiendo las enzimas (50 
U/muestra) 
3 Se agrego 200 u L de la mezcla de enzimas de restnccion para cada tubo Se sello el 
tubo y mezclo suavemente 
4 Los plugs se incubaron a 37 ° C en baño maria por 1,5 a 2 h 






E coli 0157 H7 y K Xbal (50 (30 *SpeI (30 
pneumoniae U/muestra) U/muestra) U/muestra) 
Segun protocolos de PULSENET PFGE para E coli *Eirp.s  no utilizadas debido a que el perfil con XbaI fue óptimo 
Cargado de los plugs digeridos enzimáticamente en el gel principal de PFGE 
» Se confirmo la temperatura del baño mana a 55-60 °C, luego se preparo 
suficiente tampón TBE 0 5X calculando el gel y la electroforesis en la cubeta 
grande de 2 L 
Se utilizo agarosa SKG al 1% con el mencionado buffer 
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Se deben sellar las posibles fugas en las uniones del molde de la camara con 2-5 
ml de la agarosa SKG derretida (55-60 O 
 C) 
> Las rebanadas de los plug digeridos por las enzimas de restriccion, fueron 
retirados del baño a 37 oc Se lavaron en una mezcla de tampon ¡enzima y luego 
agregar 200 uL de tampon TBE O 5X Este paso se incubo a temperatura 
ambiente durante 5 mm 
El peine que se coloco en el molde de la camara principal de elecroforesis fue 
retirado cuidadosamente, posterior a esto los plugs restringidos de los tubos 
fueron retirados de la incubacion y con la ayuda una espatula, fueron depositados 
en los moldes dejados por el peine en la agarosa, ver anexo Al 
> Las imperfecciones dejadas por la colocacion del plug dentro del pocillo dejado 
por el peine con los plug s restringidos, fueron selladas con agarosa SKG al 1% 
a 55-60°c 
> Se encendieron en este orden, la fuente de ahmentacmon, modulo de refrigeracion 
del equipo a 14 ° c y bomba de flujo de refrigeracion El gel se coloco 
cuidadosamente dentro del marco de la camara de electroforesis, se agrego 
tampon TBE O 5X (2-3L), para luego encender la camara con el generador de 
pulsos (intercambiador eléctrico) a las condiciones detalladas mas adelante 
Condiciones de la PFGE 
Una vez colocado el gel en la camara de PFGE tipo CHEF-DRffl, se cierra con ayuda de 
los pines bloqueadores de segundad de la camara, tales pines evitan tocar el buffer cargado 
TBE por accidente, ya que transmite alto amperaje Tanto la bomba de circulacion como 
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el enfriador deben estar funcionando para ayudar a la definicion de las bandas, ya que un 
tampon de muy caliente genera corridas mas rapidas pero bandas menos definidas, mientras 
que si el tampon esta lo suficientemente frio genera patrones de bandas bien definidos, con 
la desventaja que toma mas tiempo en la corrida 
Las siguientes condiciones electroforeticas fueron escogidas para el proceso de campo 
pulsante, con las cepas de K pneumoniae digeridas con XbaJ, tal protocolo indica 
Iniciar auto algoritmo, 30 kb - como bajo PM, 600 kb -como alto PM 
Cambiar el tiempo de ejecucion de 18 a 19s por pulso 
A su vez los valores por defecto se dejan como cambiar hora inicial = 2,16 s, tiempo de 
cambiado final = 54,17 s Dejan la corrida por 19-20 hrs 
Visualización de Bandas y Análisis de similandad por patrones 
Revelado y Fotodocumentacion de las corridas por PFGE 
» Al terminar la electroforesis y apagado el equipo, se desmonto el gel, se tiño con 
una solucion de bromuro de etidio (40 mL BrEt- 400 mL agua pura), por un lapso 
de 20 - 30 mm, el exceso de tinte fue aclarado con un lavado adicional de agua 
comente cada 20 minutos La imagen digital fue tomada a traves de un 
transiluminador UV con modo a escala de gris, formato JPG a 5 megapixeles 
> El analisis de la imagen se realizo manualmente mediante los patrones de 
comparacion de Dice, y siguiendo los lineamientos ya descritos por Tenover et al 
(Tenover et al, 1995) 
> El tampon TBE de la camara fue eliminado, como proceso de limpieza la camara 
fue lavada con agua comente 2 veces y por ultimo el sistema fue inyectado con 
77 
agua destilada, que tambien fue descartada Se utilizaron las definiciones y 
mencionadas deTenover et al 
Cálculo de coeficiente de Jaccard y árboles filogenéticos. 
Para las bandas generadas se aplicó un análisis matemático tipo jaccard el cual establece 
comparaciones de patrones mediante el numero de bandas generadas entre una cepa 
desconocida y otra de referencia ver Figura N° 9 (en nuestro caso el clon pandemico ST 
258 suministrado por el instituto Carlos Malbran) El análisis comprende si existen 
> Bandas compartidas entre ambas cepas (a) 
» Bandas presentes en la cepa desconocida pero no en la cepa de referencia (b) 
> Bandas presentes en la cepa de referencia pero no en la desconocida ( c) 
Figura N° 9 Formula para calcular indice o coefliente de Jaccard 
S=a 
a+b+c 
Este coeficiente compara las similitudes en base a las bandas, reduciendo el cociente frente a dispandad y aumentadoio 
frente a igualdad 
Segun el indice de jaccard (S) entre mas cercana a 1 sea el valor, mas similares seran las 
bandas de las cepas comparadas y viceversa si el valor es cercano a O Debido a que los 
valores obtenidos mediante un PFGE son distintos a los obtenidos a los de una 
secuenciacion, se prefieren asignar valores de 0 o 1 para denotar presencia o ausencia de 
bandas, tal algoritmo construye una "matnz de distancia" que comparan los patrones 
conocidos como "UTO" unidades taxonomicas operacionales de cada cepa con respecto a 
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la cepa patron Es a estas matrices que se les aplica el coeficiente de Jaccard y en base al 
mismo mediante agrupamientos tipo IJPGMA ("unweigthed pair group method with 
anthmetic mean") se construyen arboles filogeneticos distintivos En este estudio tales 
calculos fueron facilitados mediante un programa de comparacion visual PyElph 1 4 
Metodología de secuenciación MLST 
Esta metodologia se basa en la comparación existente en pequeñas variaciones genomicas 
de la secuencia de genes metabolicos altamente conservados Tales alelos han sido 
mundialmente secuenciados y se les ha asignado un numero distintivo o "N° alelico" el 
cual mediante plataformas informaticas adecuadas puede ser comparado y catalogado La 
principal ventaja que ofrece la MILST se puede resumir como una tecnica de, alta 
especificidad, comparativa, permite deternunar clones especificos en cualquier parte del 
mundo y estandarizada Por todo esto es una tecnica que se utiliza como patron para la 
busqueda de clones circulantes Las secuencias de oligonucleotidos utilizados en este 
paso de secuenciacion se muestran en el Cuadro N° 8 
Para MILST Se tipificaron los siguientes genes metabolicos 
rpoB (sub-unidad B de RNA polimerasa) 
> gapA (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) 
> mdh (malato deshidrogenasa) 
) pgi (isomerasa de fosfoglucosa) 
» phoE (fosfonna E) 
¡njB (factor 2 de iniciacion de traduccion) 
> tonB (transductor de energia penplasmica) 
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Utilizando el metodo de secuenciacion de Sanger Se emplearon terminadores BigDye 1 1, 
polimero clase 4 El equipo secuenciador 3130 de Applied Biosystem fue la plataforma 
para obtener las secuencias Antes de iniciar la secuenciacion se hicieron PCR de punto 
final a partir del ADN bactenano extraido, para visualizar la pureza de las bandas y su 
concentracion Tambien este paso era de utilidad para visualizar bandas inespecificas, 
dimeros de cebadores u otras alteraciones del amplificado, el cual se limpiaria 
posteriormente con soluciones capaces de remover oligonucleotidos inespecificos Tal 
proceso aseguraba una mejor resolucion para la posterior secuenciacion, reduciendo asi la 
señal de inespecificas o ruido del secuenciador y ambiguedades en el electroforegrama 
Las secuencias obtenidas fueron limpiadas, alineadas y comparadas con la base de datos 
de alelos MLST de K pneumon:ae para conocer el alelo particular obtenido Para tales 
fines se utilizo el programa Clustal W y MEGA 4, tales procedimientos fueron ejecutados 
en Argentina Posteriormente tales secuencias fueron comparados en la base de datos de 
perfiles MLST del Instituto Pasteur de Francia, que posee el servidor (host) de K 
pneumoniae 	 Se 	 obtuvo 	 de 	 www pasteur fr/cgi- 
bin/genopolelPF8/mlstdbnet pl?page=profile-query&file=klebsjrofile xml un numero de 
loci para cada juego de alelos determinados, tales numeros fueron a su vez introducidos 
nuevamente a la base de datos MLST, la cual arrojo el clon/es circulante/s encontrado/s 
Cuadro N° 8 Oligonucleotidos utilizados en MLST PCR y Secuenciacion 
Gen Sula Sentido Secuencia 
rpoB F GGCGAAATG€CWGAGAACCA Vic3 
rpoB R GAGTCTTCGAAGTTGTAACC Vic2 





































pgil R GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 
pgsl F CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 
F ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 
* Para secuenciacion cambian solo los cebadores infB y pgi, los otros permanecen 
igual 
infB 	 2 F 	 ACTAAGGTTGCCTCCGGCGAAGC 
pgi 	 2 F 	 CTGCTGGCGCTGATCGGCAT 
pgi 2R TTATAGCGQTTAATCAGGCCGT 
¡nf B 
P8' 
Fuente pagina web instituto Pasteur en www pasteur fr/mlst 
Condiciones de PCR y secuenciacion 
Temperatura inicial 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de 95 por 30 segundos, se utiliza una 




En esta investigacion se utilizaron 64 cepas K pneumoniae KPC positivas de la coleccion 
preservada a -70°C, del Laboratorio Central de Referencia en Salud Publica del Instituto 
Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud Se les realizo un antibiograma completo 
que incluia agentes b-lactamicos, aminoglucosidos, quinolonas y monobactamas por 
metodologia de Kirby-Bauer, inhibiciones selectivas con agentes inhibidores de enzimas 
tipo KPC y sensibilidad por metodos automatizados A todas las cepas se les practico PCR 
de punto final por el gen blaKpc2 para luego clasificarlas segun antibiotico A trece (13) 
cepas se les realizo E-test de colistina y solo a 3 (#T3, #T1 1 y  #T2) se les realizo PFGE 
Identificación bactenana 
Segun identificación bioquimica tradicional y automatizada, todas las cepas fueron 
clasificadas como K pneumonzae Como hallazgo importante 39 cepas poseian una 
abundante capsula extracelular, que dificultaba su separacion del plato de agar y las pruebas 
de sensibilidad Tal propiedad fue mantenida incluso en los medios de Mueller-Hinton II 
Comportamiento de los patrones de Sensibihdad 
Sensibilidad general CLM 50 y CIM 90 
Los resultados de sensibilidad en CIM, fueron obtenidos a partir de la informacion del 
equipo automatizado, algunas drogas fueron probadas por otras metodologias Los 
resultados obtenidos y que se muestran en el cuadro N°9 
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Cuadro N19 	 Patrones de sensibilidad a antimicrobianos obtenido de cepas ¡(PC 
positivas 
Puntos de corte Grupo de 	 Nombre del 	 Número CLSI M100- 	 probado 	 R 	 ¡ 	 S antimicrob,ano 	 antibiótico S22* 
Ampicilina S<=8 R>32 64 64 0 0 
Aminopenicilinas 
Ampicilma/Sulbactam S<=8 R>=32 64 64 0 0 
Ceflulosponnas Ceftazidima S<=4 R>=16 64 64 0 0 
de 3ra generacion Ceftnaxona S<= 1 R>=4 64 64 0 0 
Cefalosponnas 
de 4ta generacion Cefepima S(8 R>=32 64 64 0 0 
Cefmicinas Cefoxitina S<=8 R>=32 64 64 0 0 
Monobactamas Aztreonam S<=4 R>=16 64 64 0 0 
Imipenem S<=1 R>=4 64 60 4 0 
Carbapenemes 
Meropenem S<1 R>=4 64 44 20 0 
Amicacrna S<= 16 R>64 64 4 11 49 
Aminoglucosidos 
Gentamicina S<=4 R>=16 64 5 8 51 
Acido nalidixico S<16 R>32 64 64 0 0 
Quinolonas 
Ciprofloxacina S(1 R)4 64 64 0 0 
Polimixinas Colistina S<=2 R>=8 13 0 0 13 
Glicilglicinas Tigeciclina S<=1 R>4 64 0 12 52 
para tigeciclina se utilizó cnieno FDA 
R resistente i sensibilidad mtermedia, 5 sensible 
Las cepas mostraron resistencia a los b-lactamicos efectivos contra bacilos Gram negativos 
(aminopenicilinas, cefalosponnas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion, 
cefamicinas y monobactamas) El porcentaje de resistencia a carbapenemas fue alto, 93 8% 
para el imipenem, el cual presento mayor resistencia El meropenem mostro un 68 8% 
Ninguna de las cepas presento sensibilidad a las quinolonas (acido nalidixico) ni a las 
fluoroquinolonas (ciprofloxacina y levofloxacina) 64/64 (1000/1) La sensibilidad con 
aminoglucosidos vario de 76 6% para la amicacina a un 79 7% con gentamicina Solo se 
probaron trece (13) cepas con las tiras de E-test© para determinar la sensibilidad a 
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tigeciclina y colistina El equipo automatizado arrojaba la CIM tanto a tigeciclina como a 
colistina, sin embargo en el caso de colistina se recomendaban verificaciones por otra 
metodologia para clasificarse como sensibles 
A diferencia de los b-lactamicos, la polimixina (colistina) presentó mejor sensibilidad en 
las cepas KPC ensayadas (13/13, 100%), mientras que la glicilglicina tigeciclina obtuvo 
un 79 7% de sensibilidad, en el restante 18 5% se observo una CIM k2 ug/mL Estos 
resultados se utilizaron como ayuda para estratificar las cepas segun sus perfiles de 
resistencia Las CIM 50% y  90% de la poblacion, se calcularon con ayuda del WHONET 
5 4, cuya informacion se presenta en el cuadro N° 10 









Ampicilina 32 32 3200 32 
Aminopenicilmas 
Ampicilrna/Sulbactam 32 32 3200 32 
CeiJosponnas Ccftazidima 64 64 6263 16-64 
de 3ra generacion Ceftnaxona 64 64 5933 16-64 
Cefalosponnas 
de 4ta generacion Cefepima 16 64 1887 8-64 
Cefamicinas Ccfoxitina 64 64 6195 32-64 
Monobactamas Aztreonazn 64 64 6400 64 
Imipenem 8 16 703 2-16 
Carbapenemas 
Meropenem 8 16 695 2-16 
Amicacina 16 32 1764 2-64 
Aminoglucosidos 
Gentamicina 8 181 1-16 
Ácido nalidixico 32 32 3200 32 
Qu molonas 
Ciprofloxacmna 4 4 400 4 
Polimixmna Colistina 05 05 050 05 
Glicilglicrna Tigeciclina 1 2 ¡13 05-2 
CIM 50 valor moda¡ del CIM de5o%de las cepas CIM 90 valor moda¡ del CIM del 9o%de las cepas 
-e 
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Como se observa, tanto los CIM 50 como 90 de las cepas KPC frente a carbapenemas 
fueron de 16 ug/mL. Los valores más elevados de CIM 90 pertenecían a cefalosponnas, 
cefamicinas y monobactamas (?64 ug/mL). La colistina presentó CIM 90 de 0.5 ug/mL, 
mientras que la tigeciclina se ubicó en 2 ug/mL. Entre los aminoglucósidos la gentamicina 
presentó valores de 8 ug/mL y la amicacina de 32 ug/mL de CIM 90. Uno de los objetivos 
en este trabajo fue seleccionar antibióticos no b-lactámicos adecuados para el tratamiento 
de cepas KPC, con resultados significativos de sensibilidad. 
Determinación de los principales perfiles de resistencia 
Debido a que todas las cepas mostraban resistencia a aminopenicilinas, cefalosporinas, 
monobactamas y cefamicinas, tales grupos de antibióticos no fueron incluidos en la 
selección de perfiles de resistencia. El programa WHONET agrupó las principales 
características de sensibilidad de las cepas formando perfiles de resistencia, los pasos para 
su selección se observan en la Figura N°10. 
Figura N°10 Proceso de sistematización para la creación de perfiles de resistencia en programa 
WHONET 
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El programa WIIONET 5.6 ofrece la opción de crear perfiles de resistencia, para agrupar sensibilidades comunes, la función se 
encuentra dentro de la opción análisis, perfiles de resistencia. 
- 
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Mediante este analisis se diferenciaron siete perfiles fenotipicos, los cuales indican solo la 
resistencia, como se puede observar en el cuadro N° 11 
Cuadro N° 11 Perfiles de resistencia generados (R) para las cepas KPC positivas frente 
a antimicrobianos con espectros de sensibilidad 
Perfil Numero de 
aislamientos Aislamientos 
IM 35 547 
IMA 11 172 
IMG 6 94 
IMGT 5 78 
IMT 3 47 
IMAT 2 31 
IMAGT 2 31 
Perfiles generados segun distribución de resistencia a antinucrob,anos segun el prograiría WHONET© debido a la resistencia 
absoluta a ammopesuciiinas, cei1osponnas, ccfanucinas, monobactamas y quinolonas, estos datos no fueron incluidos se tomaron 
aquellos que mostraron espectros de sensibilidad 
Los grupos se dividieron en resistentes a imipenem y meropenem (IM), imipenem, 
meropenem y amicacina (IMA), imipenem, meropenem y gentamicina (IMG), imipenem, 
meropenem, gentamicina y tigeciclina (IMGT), imipenem, meropenem y tigeciclina 
(IMT), imipenem, meropenem, amicacina y tigeciclina (IMAT) y los panresistentes 
(JIMAGT) La informacion se puede apreciar en la Grafica N°1 Solo se probaron 13 cepas 
por colistina con CIM O 5 ug/mL (Sensibles), tal dato no afecta la distnbucion de perfiles 
arriba mencionada 
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Distribución de perfiles, la col istina fue totalmente sensible frente a las 13 cepas probadas, para efectos de la distribución no causa 
efectos particulares 
1: imipenem, M: meropenem, A amicacina, T: tigeciclina, O: gentamicina. 
Selección de antimicrobianos para sinergias cualitativas mediante análisis de 
dispersión (Scatterplot). 
Se realizó un análisis multiparamétrico de sensibilidad basado en los antibióticos 
que mostraban algún grado de sensibilidad, frente a las cepas KPC positivas: meropenem, 
amicacina, gentamicina, colistina y tigeciclina. El programa WHONET© mediante análisis 
de dispersión, comparó en común los valores de CIM de distintos antibióticos, algo similar 
a (a técnica de "cuadrado de ajedrez" pero de forma informática; tal análisis influyó en la 
técnica microbiológica ya que se seleccionaron los antimicrobianos que presentaban 
mejores sensibilidades. Los resultados se aprecian en la Gráfica N°2. 
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Gráfica N12 Comportamiento teórico de antibióticos con espectro de sensibilidad 





(itálicos de dispersión para diferentes antimicrobianos, como se observa en A, B y C tu combinaciones que incluyen 
aminoglucósidos con polimixina o tigeciclina, presentan mayor número de cepas sensibles. 
Con éste análisis se observaron patrones cruzados muy significativos al usar antibióticos 
no b-lactámicos, así 11 cepas mostraban buenas interacciones entre la combinación de 
colistina-amicacina., 41 a ami cacina-tigeciclina, 10 gentamicina-colistina, 46 gentamicina-
tigeciclina y  12 colistina-tigeciclina; las combinaciones con colistina, presentaban un 
perfil favorable de sensibilidad. Tales comparaciones relativas entre no b-lactámicos, 
requerían comprobación por métodos microbiológicos "in vitro", como el "cuadrado de 
ajedrez", por las posibilidades de mostrar sinergias cualitativas reales en las cepas 
probadas. Las combinaciones indicaban usar combinaciones de aminoglucósidos- 
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polimixina o aminoglucósidos-tigeciclina. Se le realizó el análisis al b-lactámico cuya CIM 
fuese menor el meropenem. Éstos resultados se pueden evidenciar en la Gráfica N° 3. 
Gráfica N13 Análisis de dispersión de antimicrobianos utilizando meropenem como b-





En los gráficos A- D se observan las dispersiones entre b-laclámicos y no b-Iactámicos. junto a las mejores combinaciones para 
probar in vitro. 
Como muestran algunos estudios, tratamientos con CIM de meropenem de hasta 4 ug/mL 
son útiles para el paciente y como se han obtenido CIM's bajas (2 uglmL), este 
antimicrobiano puede ser considerado para el análisis de sinergias cualitativas. Aplicando 
este concepto, el resultado de la dispersión muestra que combinaciones entre meropenem-
amicacina (19 cepas), meropenem-tigeciclina (19 cepas), meropenem-gentamicina (17 
cepas) y meropenem-colistina (7 cepas) son opciones adecuadas para probar. La 
combinación más sensible se establece entre el meropenem- colistina o meropenem-
tigeciclina. 
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Resistencias encontradas en antimicrobianos no b-lactámicos 
Globalmente las sensibilidades a los agentes no b-lactámicos obtenidos de las cepas de K. 
pneumoniae positivas se resumen en la Gráfica N°4. 
























Amicacina Gentamicina Colistín Tigeciclina 
Patrones de sensibilidad a agentes no b-lactámicoa, obtenidos de cepas KPC positivas, se denota que más del 70% de las cepas son 
sensibles tanto a aminoglucósidos como a polimixina y tigeciclina. 
Los antimicrobianos más eficaces frente a las cepas KPC fueron colistina (100%), 
tigeciclina (81%), gentamicina (80%) y  amicacina (77%). El 31% (20/64) de las cepas 
presentó sensibilidad intermedia a meropenem, información que requiere un análisis 
cuidadoso. Aunque no se recomiende su uso como monoterapia, su aplicabilidad en terapia 
combinada podría aprovecharse. Ninguna cefalosporina, monobactamas, cefamicina o 
quinolona presentó sensibilidad frente a las cepas KPC positivas. El imipenem presentó 
altas dM. Las distribuciones para cada antimicrobiano no b-lactámico, se observan en el 
Gráficos N° 5. 
lo 1 
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Gráfica N°5 Distnbucion de los valores de CIM de antimicrobianos no b-Iactamicos y 
el meropenem, segun puntos de corte para cepas KPC positivas 
A. Distnbucion de CIIM frente a meropenem. 
B Distribucion de CIM frente a amicacina 
-U 
C. Distnbucion de CIM frente a gentamicina 
D Distnbucion de CIM frente a colistina 
3,- 
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E. Distribucion de CIM frente a tigeciclina 
Se muestran los valores de distribución de las CIM de las cepas KPC positivas frente a antinuaobianos no b-Iactánucos y 
mczopenem En las gráficas se aprecian dos lineas rojas en el eje x, que corresponde al punto de coste para cada aniimicrobiano Los 
valores hacia la izquierda indican sensibilidad y hacia la derecha resistencia y en ci centro de ambas lineas, el valor de intermedio 
Se muestra que las CIM s mas bajas se registraron en cohstina, tigeciclina, amicacina y 
gentamicina con valores entre 0 5-10 ug/mL 
Patrones de sinergias cualitativas 
A 11 cepas se les realizo la prueba de sinergias cualitativas ("cuadrado de ajedrez") ver 
Figura N°11, basadas en los resultados del analisis de dispersion de antimicrobianos no b-
lactamicos Para tal fin se utilizaron gentamicina, amicacina, meropenem y colistina, en 
(as siguientes combinaciones, meropenem-gentamicina (11 cepas), gentamicina-colistina 
(11 cepas), colistina-amicacina (7 cepas), meropenem-amicacina (7 cepas) y meropenem-
colistina (3 cepas) De las 39 combinaciones señaladas, se obtuvo un 69% (27/39) de 
sinergia, 261/o (10/39) de indiferencia y un 5% de antagomsmo (2/39), tales datos se 
presentan en la Grafica N°6 Las combinaciones sinergicas alcanzaron mas del 50% de 
efectividad frente a las cepas KPC, las mejores incluian meropenem-gentamicina (73%), 
colistina-amicacina (71%), gentamicina-colistina (64%) y  meropenem-amicacina (57%) 
Dentro de las sinergias cualitativas indiferentes la combinacion entre gentamicina-colistina 
fue la mas alta (36%), seguida de meropenem-gentamicina (27%), colistina-amicacina 
(18%) y  meropenem-amicacina (141%) Solo una combinacion produjo antagonismo 
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sinergismo (3/3). El Gráfico N° 7 muestra los porcentajes específicos para las combinación 
de antimicrobianos- sinergia cualitativa. 
Gráfica N16 Porcentajes de sinergismo, indiferencia y antagonismos encontrados entre 




Resultados de sinergias cualitativas en cepas KPC positivas. Cada combinación de antimicrobiano utiljzó el concepto de "tablero de 
ajedres" adapalado a Kirby-Bauer. 
Gráfico N° 7 Distribución de Sinergismo, indiferencia y antagonismo según 






Se observa que la combinación entre meropcnem-aminoglucósido o asninoglucosido-colistina presentó mayor cantidad de 
sinergias, las lineas roja delimita el minimo de eficacia de sinergismo, mientras que la verde el máximo de indikrencia y 
antagonismoa entre las combinaciones. 
A 
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Figura N°11 Método de sinergias cualitativas, adaptado a difusión y su interpretación 
Sinergias cualitativa: Se aprecia la distribución de los diferentes antimicrobianos, para estimar si existe algún tipo de interacción 
frente a la cepa KPC (A). Si se da una curvatura ente los mismos (13) se considera "sinergico", si no se da ninguna curvatura ose 
mantiene n ángulo recio (C) es "indiferente" y si se genera una muesca entre ambos se considera -antagónico-(D). Fotografias 
tornadas por el autor. 
Análisis molecular por PCR de punto final por bIaKPC-2. 
El ADN de las cepas de K. pneumoniae extraído mediante el proceso de calentamiento, se 
analizó por PCR. La calidad y cantidad de ácido nucleico extraído, se verificó mediante 
una electroforesis de ADN en agarosa frente a un control de 50 ng/uL de intensidad, todos 
los extraídos mostraron igual o mayor intensidad de las bandas, asegurando la presencia de 
ADN para la reacción. 
Las 64 cepas seleccionadas presentaron el gen blapc; ocho de estas mostraron además 
genes de BLEE. El análisis por PCR identificó la coexistencia de un biotipo BLEE CTX-
M, sin embargo debido a la gran variedad de las mismas, aunado a que los oligonucleótidos 
utilizados eran universales, la caracterización de la variable enzimática CTX-M no se 
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determino Pero probablemente sea la variante CTX-M1 5, por ser la mas asociada en K 
pneumoniae con KPC Las imagenes de la PCR se observan en la Figura N°12 
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Figura N°  fotografia negativa de la PCR por b1ac para K pneumonlae, la escalera está espaciada a lOO pb el aznphcon de KPC 
alcanza los 960 pb Fotografia autor 
Electroforesis en gel de campos pulsantes (PFGE): 
Se utilizaron tres cepas para la tipificacion primaria por PFGE, utilizando el protocolo de 
la red PULSE-NET para E col, La prueba de PFGE fue realizada en el laboratorio de 
tecnicas moleculares, Departamentos de Resistencia a los Antimicrobianos del Instituto 
Carlos Matbran, Argentina, utilizando los criterios de diferenciacion de bandas se 
determino si existia o no un clon A dominante Se utilizo coeficiente de Jaccard para 
calcular las distancias geneticas, comparando las bandas generadas entre las cepas 
desconocidas y una de referencia (patron ST 258), bajo algoritmo de UPGMA (unweighted 
pair group method with anthmetic mean) Este tipo de analisis de bandas se hacen con 
Orno11 IMPRIO  
0 30 130 150 ial ab 
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programas como Bionumencs © o en nuestro caso PhyElph Las bandas obtenidas de la 
PFGE se observan en la Figura N°13 
Figura N° 13 Arboles fliogenetico de bandas encontradas mediante analisis de 










o 0 	 5 	 lO 	 LS 
Comparaclón mod,anle coofic,enlc do jacrd de~ KPC segun su patron de PFGE 
Los valores de indide de Jaccard arrojaron las siguientes distancias entre bandas con 
respecto al clon ST 258 de referencia, para las cepas T2, 0 67, T3, 0 68 y Tu, 0 71 
indicando que estas cepas no estan altamente relacionadas por perfiles de PFGE con el clon 
ST258 por PFGE Estas cepas pertenecen todas a un mismo PFGE, es decir estan 
relacionadas entre si, con pocas diferencias geneticas entre ellas 
Análisis de moleculares postenores. 
Fenotipicamente se habia determinado una BLEE tipo CTX-M en 8 cepas, los analisis por 
secuenciacion indicaron ser una variante CTX-M-15 Ademas se determino que el 
trasposon era Tn4401 mediante secuenciacion El MLST se le practico a una cepa T2, 
empleando terminadores BigDye Ipphed Bios'stem Los analisis de secuencias utilizaron 
Clustal Omega y ClustalW, disponibles en paginas como NCBI (National Center for 
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Biotechnology Information) Los resultados del MLST de los 7 genes altamente 
consevados arrojaron que la cepa T2 presentaba coincidencia con los siguientes aletos de 
genes gapA 3, infB 3 , mdh 1 , pgi 1, phoE 1, rpoB 1, ionB 79, (3-3-1-1-1-1-79), tal 
informacion indica que se posee un clon tipo ST 258 En el Cuadro N° 12 se puede ver un 
resumen de la informacion 
Cuadro N° 12 Cualidades geneticas de cepas KPC positivas 
No muestra Microorganismo bla KPC bla CTX-M Trasposón Patrón PFGE MLST 
T2 K pneumonlae KPC-2 C'FX-M-15 Tn4401 A ST258 
T3 K pneumonzae KPC-2 CTX-M-15 Tn4401 A ND 
TI 1 K pneumon,ae KPC-2 CTX-M-15 Tn4401 A MD 
Se puede observar que las cepas poseen en comun además del gen KPC, BLEE tipo CTX-M 15, mismo patrón PFGE (A) predominante y relacionado 




El analisis de los patrones de sensibilidad de K pneumoniae KPC de las cepas panameñas, 
demostro el alto nivel de hidrolisis de los b-lactamicos, cefalosporinas, monobactamas y 
carbapenemas, caracteristico de la enzima, como se ha descrito vanas veces en la literatura 
(Bush & Jacoby, 2010, F G Pasteran et al , 2008, Shen eta!, 2009, Stachyra et al , 2009) 
Estas cepas muestran caracteristicas interesantes desde el punto de vista microbiologico, 
como las resistencias acompañantes a fluoroquinolonas y sensibilidad a los 
aminoglucosidos (gentamicina y amicacina), polimixina (colistina y polimixina B) y 
tigeciclina, similar a lo encontrado por Samuelsen et al con cepas aisladas de Noruega y 
Suiza (Samuelsen et al, 2009) 
Este patron es compartido por cepas de paises como Corea, Noruega, Holanda y Grecia 
(Roh et al, 2011, Samuelsen et al, 2009) y son indicativos del clon ST258 Otra 
caracteristica importante, desde el punto de vista del tratamiento es que 20 cepas (31%) 
mostraron CIM a meropenem entre 1-2 ug/mL, un buen indicador para el uso de terapia 
combinada (Tumbarello et al , 2012a) y de buen pronostico en infecciones severas (Akova 
et al, 2012) Presentamos por lo tanto un perfil de sensibilidad parecido al Reino Unido, 
Noruega, Corea del Norte (Roh et al , 2011) e Israel (Leavitt eta! , 2010) o inclusive Brasil 
(Fehlberg, Carvalho, Campana, Gontijo-Filho, & Gales, 2012), con bajas CIM a 
meropenem 
Si comparamos las CIM de meropenem, se presentan altos valores en cepas de Colombia 
con rangos ~256 ug/mL (Villegas et al, 2006), Israel ~ 8ug/mL(rvlarchaim et al, 2008), 
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New York U S A y Argentina ~:32 ug/mL (Bratu et al, 2005, F G Pasteran et al , 2008), 
esta comparacion evidencia que poseemos una cepa con un rango util de inhibicion, valioso 
si se piensa en terapias combinadas 
Los patrones de sensibilidad a polimixina (colistina), mantenian una CIM baja (0 5 ug/mL), 
lo que las clasificabas como completamente sensibles 100% (13/13) Al igual que China 
(Shen et al, 2009), Reino Unido (Woodford et al, 2008) y Estados Unidos (J H Hong et 
al , 2013) con CIM s de colistina :5 10 ug/mL Sin embargo, ya se han reportado cepas con 
resistencia a colistina recientemente (Bogdanovich et al, 2011) en Estados Unidos La 
causa de la resistencia a colistina, es atribuida a una combinacion de bombas de eflujo y el 
deficit de la ponna ompK 35/36, transportadora de la polimixina al interior de la bacteria 
(J H Hong et al, 2013) 
Por otro lado las CIM a gentamicina fueron mas bajas si se comparan a estudios realizados 
en E U A, los cuales arrojaban CIM 90 supenores a 16 uglmL (Qureshi et al , 2012) versus 
8 ug/m en las cepas de Panama, una posible explicacion a esto se deba a que pertenecen al 
clon ST258 que por lo regular cursa con gentamicina sensible (Arnold, Thom, Sharma, 
Phillips, Kristie Johnson, et al , 2011) 
De acuerdo a estudios de terapia combinada establecidos en vanos estudios 
microbiologicos (Akova et al, 2012, Qureshi et al, 2012, Tumbarello et al, 2012a), las 
cepas de Panama presentan un perfil antimicrobiano ideal, con un efecto post-antibiotico 
entre ami noglucosidos-colistina-meropenem con porcentajes de baja mortalidad (95% de 
recuperacion) 
En cuanto al caso particular de la tigeciclina, se utilizaron valores aproximados en base al 
equipo Vitek 2 compact ©, y se compararon con el metodo E-test 0 Las diferencias de 
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CIM entre ambos no supero una dilucion de diferencia, pues el E-test © presentaba mayores 
CIM y el Vitek 2 compact © tiende a arrojarlas un poco menores 
Al analizar la CIM 90 de tigeciclina (2 0 ug/mL) se observo una tendencia hacia el aumento 
de la resistencia El porcentaje de intermedios situado en 18 5%, al compararse a otros 
estudios que situan el CIM 90 entre el O 5-luglml (Qureshi et al, 2012), indican un franco 
aumento de resistencia a este nuevo antibiotico Las realidades mundiales ubican las CIM 
de 0 5 hasta 4ug/mL 
La hipotesis que estamos frente a un clon epidemico en comun (Castanheira et al, 2008, 
S Chen et al, 2011, Karageorgopoulos, Minagou, Tzouvelekis, Spyridopoulou, & Daikos, 
2012), se ve favorecida por este valor en incremento, tipico del clon ST258 La tigeciclina 
es un antimicrobiano que posee propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas 
particulares, que limitan su aplicabilidad en situaciones como bactenemias, durante la 
formacion de tejido oseo (pediatrico) e infecciones de liquidos estenles Las dosis deben 
ser vigiladas para obtener las concentraciones adecuadas en tejido blanco, sumado a los 
efectos secundarios como nauseas, pigmentacion de huesos, daño hepatico, entre otros 
Segun los perfiles de resistencia, los b-lactamicos imipenem y meropenem mostraban la 
mayor cantidad de resistencia, se demostro que los aminoglucosidos, polimixina y 
tigeciclina eran las mejores opciones de tratamiento y que solo 2 cepas mostraban un perfil 
de multidrogoresistencia 
Los perfiles agrupan a cepas no sensibles por lo que se incluyen en la categona de 
intermedio, en el caso particular del meropenem vanos autores recomiendan su uso si posee 
CIM S 4 ug/mL en terapia combinada con un no b-lactamico (Qureshi et al, 2012, 
Tumbarello et al, 2012) 
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En este estudio el 32 8% de las cepas (21164), mostraban CIM con rangos entre 2-4 ug/mL, 
que a pesar de ser considerado no sensible, el meropenem sigue siendo una opcion 
adecuada para el tratamiento combinado El metodo modificado de sinergias cualitativas, 
por difusion en agar implementado, arrojo resultados interesantes y semejantes a los de la 
literatura mundial (Deresinski & Schirmer, 2009, Tumbarello et al, 2012a), en base a 
dilucion en caldo 
Se ha descrito que el efecto terapeutico de la monoterapia es menor con respecto a la 
terapia combinada con implicaciones mortales cuando no es la adecuada (Hirsch & Tam, 
2010, Qureshi et al, 2012) Las combinaciones para terapia combinada probadas en este 
estudio incluyeron a meropenem-amicactna, meropenem-gentamicina, meropenem-
colistina para aquellas cepas que poseian valores de intermedio a meropenem y colistina-
amicacrna, colistina-gentamicina para las resistentes a meropenem 
Al comparar los resultados de las sinergias cualitativas, la mezcla entre meropenem-
colistina fi.ie la que presento la mayor sinergia 3/3 (I00%), lo cual es identico a la literatura 
internacional (Tamma, Cosgrove, & Maragakis, 2012, Tumbarello et al, 2012b), tal 
combinacion presenta "in vivo" una tasa de sobrevida entre el 52-SO/o, (Daikos et al 2014, 
Nicolaetal 2013,Qureshietal 2012) 
En nuestro estudio la combinacion entre meropenem-amicacina tuvo una eficacia del 57%, 
lo cual coincide con los valores medidos de tiempo muerte frente a cepas KPC inoculadas 
en ratones (Le, McKee, Snsupha-Olam, & Burgess, 2011) En estudios se han calculado 
que las sobrevidas cuando se utilizan las combinaciones entre colistina-aminoglucosidos 
(gentamicina) vanan del 69-80%, por lo que nuestros resultados en 61% para gentamicina 
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y 71% para amicacina implican otra opcion de tratamiento sino se presenta el meropenem 
resistente (George L Daikos et al , 2014, Tumbarello et al, 2012a) 
A pesar que las combinaciones entre meropenem-gentamicina y colistina-amicacina, 
mostraron menos del 30% de sinergismo, aun pueden ser consideradas como opciones de 
tratamiento, segun estudios que han arrojado tasas de sobrevida superiores al 601/o (George 
L Daikos et al, 2014, Hirsch & Tam, 2010, Nicola et al, 2013) En el Cuadro N° 13 se 
pueden observar las relaciones existentes entre el resultado de sinergias cualitativas y el 
desenlace clinico con cepas KPC, este cuadro resume el abanico de posibilidades obtenidas 
de las mismas 
Cuadro N°13 Observaciones de 79 pacientes con bactenemias con cepas de K 
pneumonzae KPC tratados con combinaciones de carbapenemas estratificados por CIM 
Resultado de combinacion de carbapenemas con 
Agentes no activos in 
agentes activos in varo 
varo 
Carbapenemas No Pacientes 	 No pacientes 
Sobrevivieron/fJleciero Mortalidad 	 Mortalida 
MIC (ug/mL) 	 Sobrevivieron/fllecieron 
n 	 d 
25/6 193 	 5/7 	 583 
>8 	 20/11 355 	 4/2 	 33 3 
Fuente Daikos O L Tsaoust S et. al (2014) Carbapenemase producangKlebs:ellapneumon,ae bioodstream infections 
Iowenng mortaiity by antjbiotjc combrnabon schemes and the role of carbapenems. Antjimaobial Agents and Chemotherapy 
58(4), 2322-8 
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Ademas de aportar valiosos recursos para el tratamiento de cepas K pneumon:ae KPC 
positivas, las sinergias cualitativas nos indican que nuestro clon fenotipicamente es similar 
al ST258 
La PCR por punto final confirmo que todas las cepas eran genomicamente portadoras del 
gen blaKpc, posteriormente se deflnio por secuenciacion a la variante bIaIcpc2 La PCR no 
solo detecto a esta variante sino tambien a la blarj'c3 la cual por poseer nucleotidos muy 
similares, fue indistintamente amplificada con la blaxpc 2 La variante blaxpc2 es la mas 
relacionada a brotes internacionales, sin embargo, cada vez son mas los reportes que 
incluyen a la bla,cpc3, como un indicativo clonal del ST258 (Kitchel et al, 2009) 
La presencia de la BLEE CTX-M- 15 en nuestro estudio revela la relacion con el clon 
ST258, el cual puede poseer tanto la CTX-M-1 5 como CTX-M-2 (Samuelsen et al, 2009) 
Se puede apreciar en el Cuadro N° 14 la asociacion fenotipica y molecular de CTX-M-15, 
la importancia de este hallazgo se basa en que el clon primordial STI 1 esta comunmente 
asociado a este tipo de BLEE, el ST 11 se postula como el clon ancestral del cual se derivo 
el ST258, ya que el 80% del genoma cromosomico es homologo al STI 1 y  el 20% restante 
al ST442, sugiriendose un hibrido que fue capaz de propagarse continentalmente (Liang 
Chen, Mathema, Pitout, DeLeo, & Kreiswirth, 2014) 
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Cuadro N° 14 Comparacion fenotipica y molecular, que confirma la coexistencia de 
una BLEE clase CTX-M en cepas KPC 
Microbiologico 	 Molecular 
Inhibicion CTX-CLAV 	 9 CTX-M 15* 
NO Inhibicion 	 55 No BLEE 
Total 	 64 
Sc secuencio una cepa representativa con fenotipo BLEE positivo 
Las cepas estudiadas mostraban resistencias acompañantes a agentes no b-lactamicos 
clasicos como quinolonas, fluoroquinolonas, nitrofuranos y tnmetroprim-sulfametoxazole, 
en clones ST258 se suele encontrar este patron especifico (Deresinski & Schirmer, 2009, 
Leavitt et al , 2010, Roh et al , 2011) y  como se ha descrito, tales resistencias acompañantes 
son asociadas al Tn4401, el diseminador de la resistencia por blaKpc(Gaelle Cuzon et al, 
2010, Naseer, Lisievand, Sundstjord, & Samuelsen, 2013, Woodford et al, 2008), por lo 
que le existencia de este patron inclino los hallazgos a la presencia del Tn4401 
Al definirse el entorno genetico de las cepas KPC como Tn4401 la onentacion de un tipo 
ST258, eran ineludibles 
Los patrones A arrojados por el PFGE, fue similar en las tres cepas probadas, con pocas 
diferencias entre las bandas, indicando a la cepa como la mas prevalente y posiblemente 
como el perfil nacional esperado para todas las demas cepas 
Al compararse con los patrones de la cepa de referencia de Argentina, no presento el mismo 
patron, lo cual indicaba diferencias en su similitud, no presentaba un patron identico a la 
cepa de referencia, sin embargo la posibilidad de ser ST258 no se descartaba Para 
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confirmar nuestra hipotesis, ademas de los datos indicativos encontrados antes (CTX-M-
15, Tn4401, bla KPC-23, resistencias acompañantes y sensibilidad a gentamicina) se le 
practico MLST en busca de un clon ST258 evidente 
El motivo de las diferencias entre las bandas de la cepa de referencia y las cepas nativas se 
puede explicar en base a los valores del coeficiente de jaccard, los cuales indicaban 
relaciones de similitud entre las bandas nativas y diferencias frente a las del patron 
Tales diferencias segun la literatura son debidas a las distintas regiones de ADN que 
flanquean a los genes de cada cepa en particular, arrojando diferentes patrones de PFGE, 
pero no necesariamente diferentes pulsotipos ST (Kitchel et al , 2009) 
Analisis individualizados posteriores de comparacion entre si mismas (tomando como cepa 
normalizada a la T3), arrojaron un cercano a 10, tal como se observa en la Figura N°14 
Se interpreta este valor como indicativo que las cepas pertenecen a un mismo clon 
predominante (A), es decir las cepas nativas poseen este patron caracteristico de PFGE en 
Panama En base a esto y a diferentes observaciones, se espera que este patron cambie a 
medida que pase el tiempo producto de la recombinacion de las cepas KPC entre 
poblaciones diferentes En unos años este patron tendna a separase con diferentes 
representantes de cada tipo (Poulou et al, 2012) 
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Figura N°14 Comparacion de perfiles PFGE de cepas KPC, frente al grupo 
perteneciente al patron predominante 
TI 
e. 
En este dendograma se aprecia la relación idenbca entre cepas KPC positivas al no diferir en menos de 2 bandas entre si mismas 
Arbol de comparación fabricado mediante PhyEIp Fuente autor 
El entorno genetico de nuestra cepa Tn4401 conocido por mantener al blaJcpc2 y por 
facilitar la propagacion de resistencia, nos indica que molecularmente nuestra cepa 
pertenece al clon ST258, reforzando las observaciones del patron diferente de PFGE Como 
el clon ST258 es un hibndo del ST1 1 y  ST442, las resistencias a quinolonas y presencia de 
BLEE CTX-M, son cualidades del STI 1 y  ST442 respectivamente (Liang Chen et al, 
2014), en pocas palabras nuestro estudio refuerza la teoria de recombinacion al encontrarse 
estos genes accesorios de clones primordiales presentes 
Las cepas presentan este componente hibrido delST258 Junto a las aisladas de la mayoria 
de los paises que han reportado KPC como Colombia, Grecia (Shen et al, 2009), Brasil 
(Andrade et al , 2011), Argentina (F G Pasteran et al , 2008), Suiza, Noruega (Samuelsen 
et al , 2009), Reino Unido (Woodford et al , 2008), e Israel (Leavitt et al, 20 10) 
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Debido a que el PFGE no fue concluyente con la cepa de referencia ST258, los analisis de 
MLST si la venficaron como ST258 (3,3,1,1,1,1,79), esta diferencia con el PFGE se debe 
a la diferencia de espaciadores de ADN cromosomico en cada cepa 
El PFGE es sensible al detectar cepas similares, pero inespecifico con las diferentes, en 
estudios diferentes alelos del clon ST258 pueden manifestar esta cualidad de PFGE Si 
comparamos clones ST258 de Estados Unidos (Gaelle Cuzon et al, 2010), New York (YC) 
y Grecia (GR y K271) por ejemplo, se notara la resistencia intermedia a meropenem, 
resistencia a todos los b-lactamicos, resistencia a quinolonas y la presencia de una CTX-
M-1 5 ancestral derivada de la flision STI 1-442 Utilizando la herramienta de arbol de 
comparacion 	 del 	 sitio 	 MLST 	 (http //wrw pasteur fr/cgi- 
bin/genopolelPF8/mlstdbnet pl9page=batchprofile&file=klebsjrofiles xml) con respecto 
a estos clones no ST258, notamos el efecto fundador del STII como parte hibrida del 
ST258, Figura N°15 
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Figura N°15 Comparacion de alelos ST258 
versus otros complejos clonales alrededor del 
mundo 
Cfl  
El clon ST258 del cual forman parte nuestras cepas KPC proviene 
del ancestral STI 1 de igual mana otros ST258 de diferentes paises 
5C agrupan Junto al nuestro 
Teniendo un clon ST258, nuestro antibiotipo concuerda al de Brasil, Estados Unidos y 
Grecia (Andrade et al, 2011), excluyendose la inusual sensibilidad a aminoglucosidos 
Cabe señalar que el alelo ion8-79, nos ubica junto a Estados Unidos, especificamente de 
New York y New Jersey, las implicaciones de esta similitud pueden explicarse en parte por 
nuestra ubicacion geogratica y por otra por las normas de tratamiento antimicrobiano 
normadas a nivel nacional parecidas a las de Norteamerica (Liang Chen et al, 2012) De 
igual manera es importante la adecuada seleccion de antimicrobianos para su tratamiento, 
ya que este clon en particular tiende a desarrollar resistencias altas a colistina cuando se 
utiliza como monoterapia, obligandose al uso racional de antibioticos y de terapias 
combinadas (Bogdanovich et al, 2011) 
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Este estudio demuestra que en Panama circula una cepa de K pneumonzae KPC tipo 2 y  3 
positiva, clon ST 258, con coexistencia de BLEE CTX-M15, transposon Tn4401 , perfil 
PFGE propio y constante entre cepas Sensible a la combinacion de colistina-
aminoglucosidos y meropenem —aminoglucosidos Nuestras cepas aun conservan 
sensibilidad a aminoglucosidos, colistina, tigeciclina y posibilidades de tratamiento usando 
meropenem con un buen pronostico de terapia combinada (Akova et al, 2012, Qureshi et 
al, 2012, Tumbarello et al, 2012a) Si bien los perfiles de resistencia aqui encontrados 
indican la posibilidad del uso de terapia combinada con hasta tres antibioticos, su uso esta 
acondicionado a las variables farmacocineticas y farmacodinamicas de los pacientes, estos 
datos deben seguirse de estudios de cohorte para verificar la eficacia "in vivo" del 
tratamiento en pacientes infectados y a dosis ajustadas segun sitio de infeccion 
El uso de simulaciones estadisticas como las de Monte Carlo (G L Daikos & 
Markogiannakis, 2011), pueden ayudar a comprobar la viabilidad de instaurar estos 
tratamientos en pacientes cnticos con pocas opciones de tratamiento o con enfermedades 
cromcas Los hallazgos encontrados en este trabajo, estan dirigidos a comprender la 
microbiologia clinica de la bacteria KPC, su potencial de propagacion epidemico, el 
comportamiento de sensibilidad, las combinaciones mas eficientes para la terapia 
combinada y la genomica epidemiologica enfocada a las K pneumoniae KPC de Panama, 
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CAPÍTULO VII 
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
CONCLUSIONES 
1 Las pruebas mas sensitivas para la sospecha y venficacion de las cepas portadoras 
de la enzima KPC son el uso de los puntos de alerta de Vitek de imipenem 2 y 
meropenem :51, junto a la busqueda activa mediante el uso de acido boronico 
2 La PCR por b1a,pc confirmo que todas las cepas en Panama eran genomicamente 
portadoras del gen blarj'c 
3 Las cepas KPC de Panamá son elegibles para la implementacion de terapias 
combinadas, por su perfil de sensibilidad a aminoglucosidos, colistina y tigeciclina, 
y valores intermedios a meropenem 
4 Al escogerse la aplicabilidad de la terapia combinada, las sinergias mas efectivas 
son aquellas que incluyen meropenem-colistina, meropenem-gentamicina, 
coli stina-amicacina, gentamicina-colistina y meropenem-amicacina 
5 Las cepas KPC presentan un perfil de PFGE predominante A, similar entre todas 




Las cepas KPC de Panama pertenecen al complejo clonal ST258, causante de brotes 
explosivos alrededor del mundo, a pesar de poseer patrones de PFGE distintos a 
otras latitudes 
RECOMENDACIONES 
1) La diferenciacion de las variantes ¡(PC, debe hacerse en base a secuenciacion, 
dadas la similitud molecular encontrada entre las variantes KPC-2 y KPC-3 
2) Probar "in vivo" las sinergias cualitativas "in vitro" considerandose los 
parametros farmacologicos como la PKJPD 
3) El manejo de las cepas KPC de Panama debe ser similar en las instalaciones de 
salud, vigilando los cambios en los perfiles de sensibilidad indicadores de 
conjugaciones bacterianas 
4) Aplicar las medidas de control de infecciones, sin escatimar recursos y de 
manera rapida, al confirmarse la presencia de estas cepas KPC 
5) Predecir el cambio hacia la resistencia de antibioticos ahora sensibles, como la 
colistina y amicacina que suele provocar este clon as¡ como el cambio del patron 
PFGE a medida que se recombine el Tn4401 y otros genes bactenanos en la 
microbiota local 
6) Difundir la informacion de esta investigacion como una guia de referencia 
nacional para el conocimiento de la enzima ¡(PC y sus perfiles de resistencia a 




Akova, M, Daikos, G L, Tzouvelekis, L, & Carmeli, Y (2012) Interventional strategles 
and current clinical expenence with carbapenemase-productng (iram-negative 
bacteria Clínica¡ Microbiology andlnfechon, 18(5), 439-48 
Andrade, L N, Cunao, T, Ferreira, J C, Longo, J M, Climaco, E C, Martinez, R, 
Coque, T M (2011) Dissemination of bIaKPC-2 by the spread of Klebsiella 
pneumoniae clonal complex 258 clones (ST258, STI 1, ST437) and plasmids (IncFll, 
IncN, IncL/M) among Enterobactenaceae species in Brazil AnlimicrobialAgenis and 
Chemoiherapy, 55(7), 3 579-83 
Arnold, R S, Thom, K A, Sharma, 5, Phillips, M, Johnson, J K, & Morgan, D J 
(2011) Emergence of Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC)-Producing 
Bactena Soulhern Medicina! Journal, 104(1), 40-45 
ASM (2009) Synergism testing broth microdilution checkerboard and broth 
macrodilution methods In ASM (Ed ),Manual of clinical microbiology (ASM press, 
pp 1-23) Pennsylvania USA ASM org 
Baraniak, A, Izdebski, R, Herda, M, Fiett, J, Hryniewicz, W, Gniadkowski, M, 
Lopactuk, U (2009) Emergence of Klebsiella pneumoniae ST258 with KPC-2 in 
Poland Antimicrobial Agenis and Chemotherapy, 53(10), 4565-7 
Bogdanovich, T, Adams-Haduch, J M, Tian, G -B, Nguyen, M H, Kwak, E J, Muto, 
C a, & Do¡, Y (2011) Cohstin-resistant, Klebsiella pneumoniae carbapenemase 
(KPC)-producing Klebsiella pneumoniae belonging to the international epidemic 
done ST258 Chnical Infeclious D,seases, 53(4), 373-6 
Bratu, 5 , Mooty, M , Nichani, S , Landman, D , Gullans, C , Pettinato, B , Quale, J (2005) 
Emergence of KPC-possessing Klebsiella pneumoniae in Brooklyn, New York 
epidemiology and recommendations for detection Antimicrobial Agenis and 
Chemoiherapy, 49(7), 3018-3020 
Bnsse, S, Gnmont, F, & Gnmont, P A D (2006) The Genus Klebsiella Taxonomic 
History and Structure In Spnnger-Verlag (Ed), The prokaryoles (1 st ed, pp  159-
196) New York Spnnger New York 
Bush, K, & Jacoby, G a (2010) Updated tiinctional classification of beta-lactamases 
Antimicrobial Agenis and Chemotherapy, 54(3), 969-76 do¡ 10 11 28/AAC 01009-
09 
Castanheira, M, Sader, H S, Deshpande, L M, Fntsche, T R, & iones, R N (2008) 
Antimicrobial activities oftigecycline and other broad-spectrum antimicrobials tested 
against serme carbapenemase- and metallo-beta-Iactamase-producing 
Enterobactenaceae report from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program 
Antimicrobial Agenis and Chemolherapy, 52(2), 570-573 
CDC (2009) Standardized laboratory protocol for molecular subtyping ofEschenchia coli 
0157 H7, Salmonella serotypes, Shigelia sonnei, and Shige!!afiexner: by pulsed fleld 
gel electrophoresis (PFGE) 
III 
112 
CDC (2013) Antibiohc resisiance ihreais in ¡he Unued Siales, 2013 (pp 1-114) Atlanta, 
Georgia, USA 
Chen, L, Anderson, & Paterson (2012) Overview of the epidemiology and the threat of 
Klebsiella pneumoniae carbapenemases (KPC) resistance Infeclion and Drug 
Resistance, (5), 133-141 
Chen, L, Chavda, K D, Mediavilla, J R, Zhao, Y, Fraimow, H S, Jenkins, S G, 
Kreiswirth, B N (2012) Multiplex real-time PCR for detection of an epidemic KPC-
producing Klebsiella pneumoniae ST258 done Antimicrobial Agenis and 
Chemolherapy, 56(6), 3444-7 do¡ 10 11 28/AAC 00316-12 
Chen, L, Mathema, B, Pitout, J D D, DeLeo, F R, & Kreiswirth, B N (2014) 
Epidemic Klebsiella pneumoniae ST258 is a hybrid strain mB,o, 5(3), cO 1355-14 
do¡ 10 1128/mBio01355-14 
Chen, S , Hu, F, Xu, X, Liu, Y, Wu, W, Zhu, D, & Wang, H (2011) High prevalence 
of KPC-2-type carbapenemase coupled with CTX-M-type extended-spectrum beta-
lactamases in carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae in a teaching hospital in 
China Antimicrobial Agenis and Chemotherapy, 55(5), 2493-4 
doi 10 1128/AAC 00047-II 
Clinical and Laboratory Standards Institute (Ed) (2012) Normas para realizar las 
pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos con discos Documento CLSI M02-A 11 
(1 lth ed, Vol 32, pp 1-84) Wayne, PA CLSI 
CLSI (2011) Performance siandardsfor antimicrobial suscephbilily testing , weniy_fi rs! 
informalional supplement (CLSI 2012, Ed) (CLSI 2012, Vol 31, pp  42-58) 
Pennsylvania, EUA CLSI 2012 
CLSI (2012) Metodos para Pruebas de Ssensibilidad a los anflmicrobiana por dilucion 
para bacterias que crecen en condiciones aerobicas Documento CLSI MO 7-A 9 (C 
and L S Institute, Ed ) (9th cd, Vol 32, pp  1-91) Wayne, PA CLSI 
CLSI (2013) Performance slandardsfor ani,m,crobial susceptibiliiy iesling, twenly-lh:rd 
informational supplemenl 
Cuzon, G, Naas, T, Truong, H, Villegas, M V, Wisell, K T, Carmeli, Y ,Nordmann, P 
(2010) Worldwide diversity of Klebsiella pneumoniae that produce beta-lactamase 
bIaKPC-2 gene Emerging Infectzous D,seases, 16(9), 1349-1356 
Daikos, G L, & Markogiannakis, A (2011) Carbapenemase-producing Klebsiella 
pneumoniae (when) might we still consider treating with carbapenems? Clinical 
Microbiology and Infeclion, 17(8), 1135-41 
Daikos, G L , Tsaousi, S , Tzouvelekis, L S , Anyfantis, ¡ , Psichogiou, M , Argyropoulou, 
A, Skoutelis, A (2014) Carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae 
bloodstream infections lowenng mortality by antibiotic combination schemes and the 
role of carbapenems Antimicrobial Agenis and Chemoiherapy, 58(4), 2322-8 
do¡ 10 1128/AACO2166-13 
Deresmski, S C , & Schirmer, P (2009) Management of infections dueto KPC-producing 
Klebsiella pneumoniae F1000 Medicine Reports, 1(79), 2-5 do¡ 10 341 0/M 1-79 
Drawz, S M, & Bonomo, R a (2010) Three decades of beta-lactamase inhibitors 
Clinical Microbiology Reviews, 23(1), 160-201 
Fehlberg, L C C, Carvalho, A M C, Campana, E H, Gontijo-Filho, P P, & Gales, A 
C (2012) Emergence of Klebsiellapneumoniae-producing KPC-2 carbapenemase in 
113 
Paraiba, Northeastern Brazil ihe Brazilian Journal of Infectzous Diseases, 16(6), 
577-80 
Fontana, C, Favaro, M, Sarmati, L, Natoli, S, Altieri, A, Bossa, M C, 	 Favalli, C 
(2010) Emergence of KPC-producing Klebsiellapneumoniae in Italy BMC Research 
Notes, 3, 40 
Hirsch, E B, & Tam, V H (2010) Detection and treatment options for Klebsiella 
pneumoniae carbapenemases (KPCs) an emerging cause of multidrug-resistant 
infection Journal of Antimicrobial Chemolherapy, 65(6), 1119-25 
Hong, J H, Clancy, C J, Cheng, S, Shields, R K, Chen, L, Doi, Y ,Nguyen, M H 
(2013) Charactenzat ion of ponn expression in Klebsiella pneumoniae 
Carbapenemase (KPC)-producing K pneumoniae identifles isolates most susceptible 
to the combination of colistin and carbapenems Antimicrobial Agents and 
Chemolherapy, 57(5), 2147-53 
Hong, T, Moland, E S, Abdalhamid, B, Hanson, N D, Wang, J, Sloan, C, Thomson, 
K S (2005) Escherichia coli Development of carbapenem resistance during 
therapy Clinical Infectious Diseases, 40(e84), 84-86 
Jacoby, G a, & Bush, K (2014) B-Lactamase Classification and Amino Acid Sequences 
for TEM, SFIV and OXA Extended-Spectrum and Inhibitor Resistant Enzymes 
Retneved from http //www lahey org/Studies/other asp#table 1 
Karageorgopoulos, D E, Minagou, y, Tzouvelekis, L S, Spyridopoulou, K, & Daikos, 
G L (2012) Emergence of resistance to Fosfomycin used as adjunct therapy in KPC 
Klebsiella pneumoniae bacteraemia report of three cases Journal of Antimicrobial 
Chemolherapy, dks270 
Ke, W, Bethel, C R, Thomson, 1 M, Bonomo, R A, & Van, F (2007) Crystal structure 
of KPC-2 insights into carbapenemase activity in Class A (3-lactamases 
Biochemistry, 46(19), 5732-5740 
Kitchel, B, Rasheed, J K, Patel, J B, Snnivasan, A, Navon-venezia, S, Carmeli, Y, 
Giske, C G (2009) Molecular epidemiology of KPC-producing Klebsiella 
pneumoniae isolates in the United States Clonal expanston of multilocus sequence 
type 258 AntimicrobialAgenis and Chemolherapy, 53(8), 3365-3370 
Landman, D, Bratu, S, Kochar, S, Panwar, M, Trehan, M, Doymaz, M, & Quale, J 
(2007) Evolution of antimicrobial resistance among Pseudomonas aeruginosa 
Acinetobacter baumanni: and Klebsiella pneumoniae in Brooklyn , NY Journal of 
Antimicrobial Chemolherapy, 60(May), 78-82 
Le, 1, McKee, B, Snsupha-Olarn, W, & Burgess, D S (2011) In vitro activity of 
carbapenems alone and in combination with amikacrn agalnst KPC-producing 
Klebsiella Pneumoniae Journal of ClinicalMicrob:ology, 3(3), 106-110 
Leavitt, A, Carmeh, Y, Chmelnitsky, 1, Goren, M G, Ofek, 1, & Navon-Venezia, S 
(2010) Molecular epidemiology, sequence types, and plasmid analyses of KPC-
producing Klebsiella pneumoniae strains in Israel Antimicrobial Agenis and 
Chemolherapy, 54(7), 3002-6 
Livermore, D M, Mushtaq, S, Wamer, M, Zhang, J, Maharjan, S, Doumith, M, & 
Woodford, N (2011) Activities of NXLI04 combinations with cefiazidime and 
aztreonam against carbapenemase-Producmg Enterobactenaceae Antimicrobial 
Agenis and Chemotherapy, 55(1), 390-4 
114 
Marchaim, D, Navon-Venezia, S, Schwaber, M J, & Carmeli, Y (2008) Isolation of 
imipenem-resistant Enterobacter species emergence of KPC-2 carbapenemase, 
molecular characterization, epidemiology, and outcomes Antimicrobial Agenis and 
Chemolherapy, 52(4), 1413-8 
Merino, S, Camprubi, S, Alberti, S, Benedi, V J, & Tomas, J M (1992) Mechanisms 
of Klebsiella pneumoniae resistance to complement-mediated killing Infec non and 
Inmunity, 60(6), 2529-35 
Miriagou, y, Cornaglia, G, Edeistein, M, Galani, 1, Giske, C G, & Gniadkowski, M 
(2010) Acquired carbapenemases rn Gram-negative bactenal pathogens detection 
and surveillance issues ClinicalMicrobiology andlnfecnon, 16, 112-122 
Naseer, U, Lisievand, J H, Sundsfjord, A, & Samuelsen, 0 (2013) A long-term low-
frequency hospital outbreak of KPC- producing Klebsiella pneumoniae involving 
Intergenus plasmid diffusion and a persisting environmental reservoir Píos One, 8(3), 
Nicola, P, Maddalena, G, Russell, L, & Pierluigi, V (2013) Treatment of Klebsiella 
pneumoniae the state of the art Erperi Review ofAnn-Infecl,ve Therapy, 11(2), 159-
177 
Nordmann, P, Naas, T, & Poirel, L (2011) Global spread of Carbapenemase-producing 
Enterobactenaceae Emerging Jnfecnous Diseases, 17(10), 1791-8 
Nordmann, P, Poirel, L, Carrer, A, Toleman, M a, & Walsh, T R (2011) How to detect 
NDM-1 producers Journal of ClinicalM:crobiology, 49(2), 718-21 
Orhan, G, Bayram, A, Zer, Y, & Balci, 1 (2005) Synergy tests by E-test and 
checkerboard methods of antimicrobial combinations against Brucella melilensis 
Journal of ClinicalMicrobio!ogy, 43(1), 140-143 
øskov, 1, & Fife-Asbury, M A (1977) New Klebsiella capsular antigen , K82, and the 
deletion of five of those previously assigned International Journal of Systemanc 
Bacteriology, 27(4),386-387 
Papp-Wallace, K M, Endimiani, A, Taracila, M A, & Bonomo, R A (2011) 
Carbapenems past, present, and future Antimicrobial Agenis and Chemoiherapy, 
55(11), 4943-60 
Pasteran, F G, Otaegui, L, Guemero, L, Gabnel, R, Ricardo, M, Rapoport, M Galas, 
M (2008) Klebsiella pneumoniae carbapenemase-2, Buenos Aires, Argentina 
Emerging Infechous Diseases, 14(7), 1178-1180 
Pasteran, F, Mendez, T, Guernero, L, Rapoport, M, & Corso, A (2009) Sensitive 
screening tests for suspected class A carbapenemase production in species of 
Enterobactenaceae Journal of ClinicalMicrob:ology, 47(6), 1631-9 
Pasteran, F, Mendez, T, Rapoport, M, Guemero, L, & Corso, A (2010) Controlling 
false-positive results obtained with the Hodge and Masuda assays for detection of 
class a carbapenemase in species of enterobactenaceae by incorporating boronic Acid 
Journal of ClinicalMicrob:ology, 48(4), 1323-32 
Paterson, D L, & Bonomo, R A (2005) Clinical update extended-spectrum b-
Lactamases a clinical update ClinicalMicrobiology Reviews, 18(4), 657-686 
Pillai, D R, Melano, R, Rawte, P, Lo, S, Tijet, N, Fuksa, M, Krajden, and S (2009) 
Klebsiella pneumoniae Carbapenemase, Canada Emerging Infectious Diseases, 
15(5), 827-830 
115 
Podschun, R, & Ullmann, U (1998) Klebs,ella spp as nosocormal athogens 
Epidemiology , taxonomy , typing methods , and pathogenicity factors Clinical 
Microbiology Reviews, 11(4), 589-603 
Poulou, A, Voulgari, E, Vnom, G, Xidopoulos, G, Phagkos, A, Chatzipantazi, y, 
Tsakns, A (2012) Imported K/ebsiella pneumoniae carbapenemase-producing K 
pneumoniae clones in a Greek hospital impact of infection control measures for 
restralmng their dissemination Journal of ClinicalM,crobiology, 50(8), 2618-23 
Queenan, A M, & Bush, K (2007) Carbapenemases the versatile beta-lactamases 
Clinical Microbiology Reviews, 20(3), 440-58 do¡ 10 11 28/CMR 00001-07 
Qureshi, Z A, Paterson, D L, Potoski, B A, Kilayko, M C, Sandovsky, G, Sordillo, 
E, Do¡, Y (2012) Treatment outcome of bacteremia due to KPC-producing 
Klebsie/la pneumoniae supenonty of combination antimicrobial regimens 
Anflm:crob,al Agenis and Chemoiherapy, 56(4), 2108-13 
Richter, S N, Frasson, 1, Franchrn, E, Bergo, C, Lavezzo, E, Barzon, L, 	 Palu, G 
(2012) KPC-mediated resistance in Klebsiellapneumoniae in two hospitais in Padua 
Italy , june 2009-december 2011 massive spreading of a KPC-3-encoding plasmid 
and involvement of non-intensive cate units Gui Palhogens, 4(1), 1 
Roh,K H, Lee, C K,Sohn,J W, Song, W, Yong, D, & Lee, K (2011) Isolationofa 
Klebsiella pneumoniae isolate of sequence type 258 producing KPC-2 carbapenemase 
in Korea Korean Journal of Laboraiory Medicine, 31(4), 298-301 
Samuelsen, 0, Naseer, U, Tofteland, S, Skutlaberg, D U, Onken, A, Hjetland, R, 
Giske, C G (2009) Emergence of clonaily related Klebsiellapnezimoniae isolates of 
sequence type 258 producing plasmid-mediated KPC carbapenemase in Norway and 
Sweden Journal of Anhim,crobial Chemoiherapy, 63(4), 654-8 
Shen, P, Wei, Z, Jiang, Y, Du, X, Ji, S, Yu, Y, & Li, L (2009) Novel genetic 
environment of the carbapenem-hydrolyzing beta-lactamase KPC-2 among 
Enterobactenaceae in China Antimicrobial Agenis and Chemoiherapy, 53(10), 4333-
8 
Souli, M, Galani, 1, Antoniadou, A, Papadomichelakis, E, Poulakou, G, Panagea, T, 
Giamarellou, H (2010) An outbreak of infection due to beta-Lacta.mase Klebsie/Ia 
pneumoniae Carbapenemase 2-producing K pneumoniae in a Greek University 
Hospital molecular charactenzation, epidemiology, and outcomes Clinical 
Infecrious Diseases, 50(3), 364-73 do¡ 10 1086/649865 
Stachyra, T , Levasseur, P , Pechereau, M -C , Girard, A -M , Claudon, M , Miossec, C , & 
Black, M T (2009) In vitro activity of the { beta) -lactamase inhibitor NXL 104 
agarnst KPC-2 carbapenemase and Enterobactenaceae expressing KPC 
carbapenemases Journal ofAnhimicrobial Chemolherapy, 64(2), 326-9 
Tamma, P D, Cosgrove, S E, & Maragakis, L L (2012) Combination therapy for 
treatment of infections with gram-negative bacteria Clinical Microbiology Reviews, 
25(3), 450-70 
Tenover, F C, Arbeit, R D, Goenng, R y, M.ickelsen, P A, Murray, B E, Persing, D 
H, & Swaminathan, B (1995) Interpreting chromosomal DNA restnction patterns 
produced by pulsed-field gel electrophoresis cntena for bacteria¡ strain typing 
Journal of Chn,cal Microbiology, 33(9), 2233-2239 
116 
Tumbarello, M, Viale, P, Viscoli, C, Trecarichi, E M, Tumietto, F, Marchese, A, 
Bassetti, M (2012a) Predictors of mortality in bloodstream infections caused by 
Klebsiella pneumoniae Carbapenemase-producing K pneumoniae Importance of 
combination therapy Clinical Infecizous D,seases, 1, 1-8 
Villegas, M y, Lolans, K, Correa, A, Suarez, C J, Lopez, J A, Vallejo, M, & Quinn, 
J P (2006) First detection of the plasmid-mediated class A carbapenemase KPC-2 
in clinical isolates of Klebsiella pneumoniae from South Amenca Antimicrobial 
Agenis and Chemotherapy, 50(8), 2880-2 
Walsh, T R (2010) Emerging carbapenemases a global perspective International 
Journal of Antimicrobial Agenis, 36 Suppl 3, S8-14 doi 10 1016/S0924-
8579(10)70004-2 
Woodford, N, Zhang, J, Warner, M, Kaufmann, M E, Matos, J, Macdonald, A, 
Livermore, D M (2008) Amval of Klebs,ella pneumoniae producrng KPC 
carbapenemase in the United Kingdom Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 
62(6), 1261-4 
Yigit, H, Queenan, A M, Anderson, G J, Domenech-sanchez, A, Biddle, J W, 
Chnstine, D ,Tenover, F C (2008) AUTHOR'S CORRECTION Novel carbapenem-
hydrolyzing 3 carbapenem-resistant strain of Klebsiella pneumoniae Antimicrobial 
Agenis and Chemotherapy, 52(2), 1-2 
Yigit, H , Queenan, A M, Anderson, G J , Domenech-sanchez, A , Biddle, J W, Steward, 
C D, Tenover, F C (200 1) Novel carbapenem-hydrolyzing B-lactamase , KPC- 1 
from a carbapenem-resistant strain of Klebsiella pneumoniae Antimicrobial Agenis 
and Chemotherapy, 45(4), 1151-1161 
ANEXOS 
117 
Figura N116 Procedimiento de inclusión de plug en agarosa 
A.  
B.  
Una vez lavado el plug que contiene las bacterias digeridas y el ADN restringido(A), se insertan 
cu el agar con mucho cuidado (B), luego se cubren con agarosa SKG a 56°C para sellar la 
agarosa 
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Al. Estructura molecular senna I(PC 
Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?u.d=98128 
A2. Equipo electroforesis PFGE CHEF-DRffl 
Fuente: autor 
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Al Transuluminador UY y cámara fotográfica geles PFGE 
Fuente: autor 
M. Secuenciador AB 3130x 
Fuente: autor 
AS. Equipo Vitek 2 Compact 
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Fuente: autor 
A6. Sinergias Cualitativas 
Fuente autor 
A7. imipenem estructura 
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